Assemblierung metallbindender Proteine im Intermembranraum und in der Matrix von Mitochondrien by Lutz, Thomas
Assemblierung metallbindender Proteine
im Intermembranraum und
in der Matrix von Mitochondrien
Thomas Lutz





Erstgutachter: Prof. Dr. R. Herrmann
Zweitgutachter: Prof. Dr. H. Scheer
Sondergutachter: Prof. Dr. Dr. W. Neupert




1.1 Proteinimport in Mitochondrien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.1.1 Der TOM-Komplex . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.1.2 Proteintranslokation u¨ber Außen- und Innenmembran . . . 4
1.1.3 Proteinimport in den Intermembranraum . . . . . . . . . . 5
1.2 Biosynthese von Fe/S-Clustern . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.2.1 Fe/S-Proteine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.2.2 Komponenten der ISC-Maschinerie . . . . . . . . . . . . . 6
1.2.3 Biosynthese cytosolischer Fe/S-Cluster . . . . . . . . . . . 9
1.3 Fragestellung und Zielsetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2 Material und Methoden 11
2.1 Molekularbiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.1.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli . . . . . . . . . . . . 11
2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.1.3 Klonierung von DNS-Fragmenten . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.3.1 Restriktionsverdau . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.3.2 Ligation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.3.3 Zwischenklonierung . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.3.4 Pra¨paration kompetenter E. coli -Zellen . . . . . . 13
2.1.3.5 Transformation von E. coli -Zellen . . . . . . . . . 13
2.1.4 Reinigung und Analyse von DNS . . . . . . . . . . . . . . 13
2.1.4.1 Analytische und pra¨parative Gelelektrophorese . 13
2.1.4.2 Konzentrationsbestimmung . . . . . . . . . . . . 13
2.1.5 Verwendete Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.1.6 Klonierungsstrategien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.2 Genetische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.2.1 Verwendete Sta¨mme von E. coli . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.2.2 Verwendete Sta¨mme von S. cerevisiae . . . . . . . . . . . . 18
2.2.3 Anzucht von S. cerevisiae . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.3 Proteinchemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
iii
iv INHALTSVERZEICHNIS
2.3.1 Elektrophoretische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.3.1.1 SDS-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.3.1.2 Harnstoff-Gelelektrophorese . . . . . . . . . . . . 19
2.3.1.3 Native Gelelektrophorese von Yah1 . . . . . . . . 19
2.3.1.4 Fa¨rben und Trocknen von Polyacrylamid-Gelen . 19
2.3.1.5 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Mem-
branen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.3.2 Autoradiographie und Densitometrie . . . . . . . . . . . . 20
2.3.3 Synthese von 35S-markierten Proteinen in vitro . . . . . . 20
2.3.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen . . . . . . . . . . 20
2.3.5 Fa¨llung von Proteinen durch TCA . . . . . . . . . . . . . 21
2.3.6 U¨berexpression und Reinigung von Proteinen . . . . . . . 21
2.3.6.1 Reinigung von Ssq1 und Jac1 . . . . . . . . . . . 21
2.3.6.2 Reinigung von Tim13 . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.3.6.3 Reinigung von Yah1 und Nfs1 . . . . . . . . . . . 22
2.3.7 Derivatisierung von Proteinen . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.3.7.1 Derivatisierung mit AMS . . . . . . . . . . . . . 22
2.3.7.2 Derivatisierung mit NEM . . . . . . . . . . . . . 23
2.3.8 Proteinfaltungsexperimente mit Tim13 . . . . . . . . . . . 23
2.4 Zellbiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.4.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefe . . . . . . . . . . . 23
2.4.2 Import von Proteinen in Mitochondrien . . . . . . . . . . . 24
2.4.3 Bestimmung von Enzymaktivita¨ten . . . . . . . . . . . . . 25
2.4.3.1 Bestimmung der LDH-Aktivita¨t . . . . . . . . . . 25
2.4.3.2 Bestimmung der MDH-Aktivita¨t . . . . . . . . . 25
2.4.3.3 Bestimmung der SDH-Aktivita¨t . . . . . . . . . . 26
2.4.3.4 Bestimmung der Aconitase-Aktivita¨t . . . . . . . 26
2.5 Immunologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.5.1 Herstellung spezifischer Antiseren in Kaninchen . . . . . . 26
2.5.2 Verwendete Antiko¨rper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.5.3 Reinigung von Antiko¨rpern . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.5.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellu-
lose-Membranen (Westernblot) . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.5.5 Immunpra¨zipitations-Experimente . . . . . . . . . . . . . . 28
2.6 Puffer und Medien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.7 Chemikalien und Verbrauchsmaterial . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.8 Gera¨te . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
3 Ergebnisse 33
3.1 Import von Tim13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.1.1 Tim13 wird u¨ber den TOM-Komplex importiert . . . . . . 33
3.1.2 Import von Tim13 ist unabha¨ngig von ATP . . . . . . . . 34
3.1.3 Das Cysteinmotiv von Tim13 ist fu¨r den Import essentiell 36
INHALTSVERZEICHNIS v
3.1.4 Endogenes Tim13 liegt in reduzierter Form vor . . . . . . . 38
3.1.5 Rekombinantes Tim13 bindet Zn2+ . . . . . . . . . . . . . 39
3.1.6 Faltung von Tim13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.1.6.1 Endogenes Tim13 besitzt eine gefaltete Doma¨ne . 39
3.1.6.2 Tim13 faltet sich wa¨hrend des in vitro-Imports . 41
3.1.6.3 Die Faltung von Tim13 ist Zn2+-stabilisiert . . . 41
3.1.7 Translokation und Faltung von Tim13 . . . . . . . . . . . 42
3.1.7.1 Rekombinantes Tim13 ist importkompetent . . . 42
3.1.7.2 Tim13 ist nur in ungefaltetem Zustand import-
kompetent . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
3.1.7.3 Zn2+ ist fu¨r den Import von Tim13 notwendig . . 43
3.1.7.4 Die Faltung von Tim13 ist fu¨r die Translokation
notwendig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.2 Ssq1 und Jac1 in der Fe/S-Cluster-Biosynthese . . . . . . . . . . . 46
3.2.1 Ssq1 interagiert mit Mge1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.2.2 Ssq1 interagiert nicht mit Tim44 . . . . . . . . . . . . . . 48
3.2.3 Ssq1- und Jac1-Mutanten zeigen reduzierte SDH-Aktivita¨t 48
3.2.4 Apo- und Holo-Yah1 ko¨nnen durch Nativgelelektrophorese
getrennt werden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.2.5 Kinetik der Fe/S-Cluster-Biosynthese . . . . . . . . . . . . 53
3.2.6 Ssq1 und Jac1 sind fu¨r die Assemblierung von Fe/S-Clustern
notwendig . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.2.7 Yfh1 ist fu¨r die Assemblierung von Fe/S-Cluster notwendig 57
4 Diskussion 59
4.1 Import von Tim13 in den Intermembranraum . . . . . . . . . . . 59
4.1.1 Translokation u¨ber den TOM-Komplex . . . . . . . . . . . 59
4.1.2 Import in den Intermembranraum . . . . . . . . . . . . . . 60
4.1.3 Oxidationszustand, Zinkbindung und Faltung von Tim13 . 62
4.1.4 Kofaktorassemblierung und Proteinimport . . . . . . . . . 63
4.2 Fe/S-Cluster Assemblierung in Mitochondrien . . . . . . . . . . . 65
4.2.1 Ssq1, Jac1 und Mge1 als Hsp70-Chaperonsystem . . . . . . 65
4.2.2 In vitro-Assemblierung des Fe/S-Clusters von Yah1 . . . . 65
4.2.3 Ssq1 und Jac1 in der Fe/S-Cluster-Biogenese . . . . . . . . 66

















A. vinelandii Azotobacter vinelandii















E. coli Escherichia coli




















IMP Inner membrane peptidase








M Mol pro Liter
MBP Maltose bindendes Protein
MDH Malat-Dehydrogenase
MIP Mitochondrial intermediate peptidase







N. crassa Neurospora crassa
Ni-NTA Nickel-nitrilotriacetic acid












SAP Shrimp alkaline phosphatase
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SDH Succinat-Dehydrogenase
SDS Sodium dodecyl sulfate
S. pombe Schizosaccharomyces pombe




TIM Translocase inner membrane













Mitochondrien sind die Zellorganellen von Eukaryonten, in denen durch Atmung
und oxidative Phosphorylierung Energie in Form von ATP gewonnen wird. Sie
besitzen zwei Membranen, die Außen- und die Innenmembran. Die Außenmem-
bran umschließt die Innenmembran und trennt so den Intermembranraum vom
Cytosol ab. Die Innenmembran umschließt die Matrix.
Mitochondrien ko¨nnen sich teilen und werden bei der Zellteilung an die Toch-
terzelle weitergegeben. Es findet so keine de novo-Synthese der Organellen statt.
Da mitochondriale Proteine fast ausschließlich im Zellkern kodiert sind und ihre
Translation folglich im Cytosol stattfindet, mu¨ssen die meisten Proteine fu¨r die
Biogenese der Mitochondrien in die Organellen transportiert werden. Dieser fu¨r
die Biogenese der Mitochondrien essentielle Importprozess wurde in den letzten
Jahrzehnten vor allem in der Ba¨ckerhefe Saccharomyces cerevisiae und dem Roten
Brotschimmel Neurospora crassa untersucht [40, 79, 91]. Heute kennt man dort
drei Membrankomplexe, die maßgeblich an der Translokation von Polypeptiden
u¨ber oder in die Mitochondrienmembranen beteiligt sind, den TOM-Komplex in
der Außenmembran und den TIM23- sowie TIM22-Komplex in der Innenmem-
bran. Der TOM-Komplex ist sowohl fu¨r die Translokation von Proteinen u¨ber
die Außenmembran verantwortlich als auch fu¨r die Insertion von Proteinen in
diese Membran. Die Translokation von Polypeptiden vom Intermembranraum in
die Matrix wird durch den TIM23-Komplex ermo¨glicht. Fu¨r die Insertion von
Proteinen aus dem Intermembranraum in die Innenmembran sind beide TIM-
Komplexe zusta¨ndig. Der Oxa1-Komplex ist eine weitere mitochondriale Translo-
kationskomponente und inseriert Proteine von der Matrix in die Innenmembran.
Die Sortierung von Proteinen in Außen- oder Innenmembran, Intermembran-
raum oder Matrix ist nur einer von mehreren Schritten, die zu funktionsfa¨higen
Proteinen in der mitochondrialen Biogenese fu¨hren. So werden Proteine nach dem
Import in der Regel durch Peptidasen prozessiert und durch Chaperone in ihre
aktive Konformation gebracht. Ha¨ufig mu¨ssen auch noch Kofaktoren in die Pro-
teine eingebaut werden. Die Prozessierung importierter Vorstufenproteine in der
Matrix geschieht vorwiegend durch die Metallopeptidase MPP. MIP in der Matrix
1
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und IMP im Intermembranraum sind zwei weitere mitochondriale Peptidasen, die
Vorstufenproteine prozessieren [32].
Da Proteine wa¨hrend der Translokation u¨ber die mitochondrialen Membranen
in gestreckter Konformation vorliegen, ist nach der Importreaktion eine Faltung
der Proteine notwendig. Dieser Prozess wird in der Matrix ATP-abha¨ngig durch
Chaperone katalysiert. In der Matrix sind zwei Systeme maßgeblich an der Faltung
importierter Proteine beteiligt, das Hsp70- und das Hsp60-Hsp10-Chaperonsystem
[72, 101, 114].
Die Biosynthesewege prosthetischer Gruppen unterscheiden sich je nach Art
der Kofaktoren grundlegend. Einfache metallische Kofaktoren sind u¨ber Amino-
sa¨ureseitenketten koordinativ gebundene Metallionen. Bisher ist wenig verstan-
den, wie diese Ionen in die aktiven Zentren mitochondrialer Proteine gelangen.
Einige Ionen von Metallen wie Zink oder Kupfer kommen in der lebenden Zelle
nicht in freier Form vor, sondern sind durch Metallochaperone gebunden. Metallo-
chaperone halten Metallionen in bioverfu¨gbarer Form und ko¨nnen sie an Apo-
Proteine abgeben [84, 86]. Beispielsweise ist das Kupfer bindende Cox17 im Inter-
membranraum ein solches Metallochaperon. Mutationen in diesem Gen fu¨hren zu
einer unvollsta¨ndigen Assemblierung der Kupfer haltigen Cytochrom c-Oxidase
[36]. Eine andere Gruppe metallischer Kofaktoren sind Fe/S-Cluster, in denen Ei-
sen u¨ber Cystein- oder Histidinseitenketten und Sulfidbru¨cken gebunden vorliegt.
Die Assemblierung der teilweise sehr komplex aufgebauten Fe/S-Zentren erfolgt
in den Mitochondrien durch ein System, an dem mindestens acht verschiedene
Proteine beteiligt sind. Dieser Prozess wurde in den letzten Jahren intensiv unter-
sucht und heute nimmt man an, dass Mitochondrien ihre Fe/S-Cluster nicht nur
selbst synthetisieren, sondern auch fu¨r die Biosynthese cytosolischer Fe/S-Zentren
zusta¨ndig sind [68, 77].
1.1 Proteinimport in Mitochondrien
1.1.1 Der TOM-Komplex
Der TOM-Komplex in der Außenmembran von Mitochondrien setzt sich in S. ce-
revisiae aus mindestens acht unterschiedlichen Membranproteinen zusammen, die
nach errechnetem Molekulargewicht Tom5, Tom6, Tom7, Tom20, Tom22, Tom40,
Tom70 und Tom71 benannt wurden [92]. Diese Komponenten sind fu¨r die Erken-
nung von Vorstufenproteinen, deren Transfer u¨ber die Außenmembran und die
Insertion von Außenmembranproteinen verantwortlich.
Tom20, Tom22 und Tom70 besitzen Rezeptorfunktion und binden Proteine,
die zur Translokation in die Mitochondrien bestimmt sind. Tom20 und Tom70
sind N-terminal in der Außenmembran verankert und exponieren negativ geladene
Doma¨nen ins Cytosol. Tom22 hat eine cytosolische ungeladene und eine im Inter-
membranraum gelegene Doma¨ne. Im Gegensatz zu den Rezeptorkomponenten ist
Tom40 gegenu¨ber Proteasen weitgehend resistent und scheint fast vollsta¨ndig in
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Abbildung 1.1 (a) Der TOM-Komplex genu¨gt, um Pra¨sequenzen (in Grau) von der
cis- zur trans-Seite zu transferieren. Vorstufenproteine werden von in
Außenmembranvesikeln (OMVs) eingeschlossener MPP prozessiert, falls TOM-Komplex in
den Vesikeln rekonstituiert ist [75]. (b) Acid chain-Hypothese: positiv geladene
Pra¨sequenzen binden negativ geladene Rezeptorkomponenten. Die Affinita¨t der
Pra¨sequenzen zu den Rezeptorkomponenten nimmt in Richtung Intermembranraum zu. 1 –
Tom20 (cytosolischer Teil), 2 – Tom22 (Intermembranraumdoma¨ne), 3 – Tim23
(Intermembranraumdoma¨ne) [58]. (c) Erreichen Vorstufenproteine die Matrix werden sie
ATP-abha¨ngig von Ssc1-Moleku¨len gebunden, was ein Zuru¨ckgleiten der Polypeptidkette
verhindert. Die Proteine werden nicht aktiv in die Matrix hineingezogen. Die Translokation
verla¨uft passiv durch die Brownsche Molekularbewegung [85]. (d) Nach U¨berqueren der
Außenmembran wird AAC vom lo¨slichen Tim9/10-Komplex im Intermembranraum
gebunden und auf TIM22 transferiert [57, 55, 1, 109, 110]. (e) U¨ber den Import von
Proteinen des Intermembranraums ist wenig bekannt [41].
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der Außenmembran eingebettet zu sein [50, 6]. Die Isolierung und Charakteri-
sierung des TOM-Komplexes aus N. crassa ermo¨glichten genaue Aussagen u¨ber
dessen Struktur und die vom Komplex gebildeten Kana¨le [59, 4]. Durch Abdisso-
ziieren der weniger stark gebundenen Rezeptorkomponenten Tom20 und Tom70
vom isolierten Holo-Komplex wird der sogenannte Core-Komplex erhalten, der aus
den Komponenten Tom40, Tom22, Tom7 und Tom5 besteht. Der Holo-Komplex
hat ein Molekulargewicht von ca. 490 kDa und formt zwei durch Einzelpartikel-
analyse sichtbare Poren mit ungefa¨hren Durchmessern von je 20 nm. Diese Poren
sind wahrscheinlich die Kana¨le zur Proteintranslokation. Sie werden wohl maß-
geblich von Tom40 geformt, da Tom40 alleine in der Lage ist Poren zu bilden.
Tom40 ist außerdem die einzige essentielle Komponente des TOM-Komplexes [3].
1.1.2 Proteintranslokation u¨ber Außen- und Innenmem-
bran
Die meisten der fu¨r den Import in Mitochondrien bestimmten Vorstufenproteine
enthalten N-terminale Pra¨sequenzen, die fu¨r die Translokation sowohl notwendig
als auch hinreichend sind [43]. Diese Pra¨sequenzen sind typischerweise zwischen
20 – 60 Aminosa¨urereste lang und bilden eine amphipathische α-Helix aus, die
auf einer Seite positive und auf der anderen lipophile Aminosa¨ureseitenketten
tra¨gt [121]. Nach dem Import werden die Pra¨sequenzen in der Regel von MPP
in der Matrix proteolytisch entfernt. Die Inkubation von Vorstufenproteinen mit
Außenmembranvesikeln, in denen MPP eingeschlossen ist, fu¨hrt zu einer Pro-
zessierung der Proteine. Aus diesem Grund wird angenommen, dass der TOM-
Komplex genu¨gt, um Pra¨sequenzen von der Rezeptorseite (cis-Seite) auf die dem
Intermembranraum zugewandte Seite (trans-Seite) zu transferieren (s. Abbildung
1.1) [75]. Nach der so genannten acid chain-Hypothese binden die positiv gelade-
nen Pra¨sequenzen negativ geladene Rezeptorkomponenten der Importmaschine-
rie, wobei die Affinita¨t der Sequenzen gegenu¨ber den Komponenten von der cis-
zur trans-Seite bzw. zum Intermembranraum hin zunimmt. So steigt die Affinita¨t
der Pra¨sequenzen in Richtung Tom20 (cytosolischer Teil), Tom22 (Intermembran-
raumdoma¨ne) und Tim23 (Intermembranraumdoma¨ne) [58].
Nach Erreichen der Intermembranraumseite unterscheiden sich die Transloka-
tionswege in Abha¨ngigkeit davon, ob die Polypeptide in die Matrix importiert oder
in die Innenmembran inseriert werden. Matrixproteine interagieren im Intermem-
branraum mit Tim23, bevor sie dann in Abha¨ngigkeit vom Membranpotential
der Innenmembran und unter ATP-Hydrolyse vollsta¨ndig u¨ber die Außen- und
Innenmembran transferiert werden. Die strikte Abha¨ngigkeit des Proteinimports
in die Matrix vom Membranpotential ist nicht vollsta¨ndig verstanden. Die Matrix-
seite der Innenmembran ist negativ und die der Intermembranraumseite positiv
geladen. Zum einen mag dadurch ein elektrophoretischer Effekt die positiv gela-
denen Pra¨sequenzen u¨ber die Innenmembran fu¨hren [74]. Das Membranpotential
ist aber auch fu¨r die Dimerisierung von Tim23 notwendig, was wiederum fu¨r die
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Erkennung der ankommenden Pra¨sequenzen Voraussetzung ist [10].
Das ATP fu¨r die Translokation wird vom mitochondrialen Hsp70-Chaperon
Ssc1 der Matrix beno¨tigt, das die ankommende Polypeptidkette bindet und so ein
Zuru¨ckgleiten des Proteins verhindert. Die Brownsche Molekularbewegung der
Peptidkette und immer wieder erneute Bindung von Ssc1-Moleku¨len sind aus-
reichend, um das Protein in die Matrix zu transferieren. Die zu importierenden
Proteine werden also nicht aktiv u¨ber die Translokationskomplexe in die Matrix
gezogen [85, 80].
Im Intermembranraum ankommende Proteine der Innenmembran werden ent-
weder auf den TIM23- oder TIM22-Komplex u¨bertragen, um von dort in die
Innenmembran inseriert zu werden. Proteine, die u¨ber den TIM22-Komplex in
die Innenmembran inseriert werden, enthalten statt den typischen N-terminalen
Pra¨sequenzen mitochondrialer Vorstufenproteine interne Importsignale. Ein typi-
scher Vertreter dieser Proteine ist der ATP/ADP-Transporter (AAC). Nach Er-
reichen des Intermembranraums wird der AAC vom lo¨slichen 70 kDa-Komplex
Tim9/10 gebunden und dann auf den TIM22-Komplex u¨bertragen [57, 55, 1, 109,
110]. Wahrscheinlich schirmt der Tim9/10-Komplex bei diesem Prozess hydropho-
be Transmembranregionen des Transporters vom wa¨ssrigen Milieu des Intermem-
branraums ab, um eine Aggregation des Proteins zu verhindern [117]. Dem eben-
falls lo¨slichen und im Intermembranraum lokalisierten Tim8/13-Komplex wird
eine a¨hnliche Bedeutung fu¨r den Import von Tim23 zugeschrieben [87].
1.1.3 Proteinimport in den Intermembranraum
Beim Proteinimport in die Matrix und in die Innenmembran wird die Polypeptid-
kette nach dem Erreichen der Intermembranraumseite auf dem TOM-Komplex
folgende Translokationskomponenten u¨bertragen. Die Translokation wird dann
durch das Membranpotential und in den meisten Fa¨llen durch die Hydrolyse
von ATP angetrieben. Eine kleine Gruppe von Intermembranraumproteinen wird
ebenfalls in Abha¨ngigkeit vom Membranpotential und ATP importiert. Zu diesen
Proteinen geho¨ren Cytochrom b2, Cytochrom b5-Reduktase und Adenylat-Kinase.
Beim Import von Cytochrom b2 und Cytochrom b5-Reduktase werden im Inter-
membranraum die Pra¨sequenzen der Vorstufenproteine proteolytisch abgespalten,
wohingegen die Adenylat-Kinase nicht prozessiert wird [37, 20, 83].
Andere Proteine des Intermembranraums besitzen im Gegensatz zu den vorher
genannten Beispielen keine fu¨r den Import charakteristischen Pra¨sequenzen und
sind relativ klein, typischerweise zwischen 7 und 16 kDa. Bisher ist nicht verstan-
den, was die treibende Kraft fu¨r die Translokation dieser Proteine ist. Beispiele
in S. cerevisiae sind: Som1, Cox17, Cox19, Tim8, Tim9, Tim10, Tim12, Tim13,
Cyc1, Cyc7, Sod1 und Cytochrom c. Cytochrom c ist das einzige Protein dieser
Klasse, dessen Import na¨her untersucht wurde. Es wird in seiner Apo-Form in
den Intermembranraum importiert und dort durch kovalente Bindung zu Ha¨m in
seine Holo-Form u¨berfu¨hrt. Diese Reaktion wird durch das Enzym Cytochrom c-
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Ha¨mlyase (CCHL) katalysiert. In Hefesta¨mmen denen CCHL fehlt, wird eine Ak-
kumulation von Apo-Cytochrom c im Cytosol beobachtet [25]. Cytochrom c, dem
die Ha¨m-Bindungsstelle fehlt, wird deutlich schlechter importiert als das korre-
spondierende Wildtypprotein [26]. Der Import von Cytochrom c in Außenmem-
branvesikel ist nur dann mo¨glich, wenn im Lumen der Vesikel Antiko¨rper gegen
das Protein eingeschlossen sind [76]. Aufgrund dieser Beobachtungen wird ange-
nommen, dass die Bindung von Apo-Cytochrom c zu CCHL fu¨r die Translokation
notwendig ist und CCHL als Rezeptor der trans-Seite fungiert.
1.2 Biosynthese von Fe/S-Clustern
1.2.1 Fe/S-Proteine
Proteine, die Fe/S-Cluster als prosthetische Gruppe enthalten, kommen in allen
lebenden Zellen vor und besitzen sehr unterschiedliche Funktionen. Man findet
Fe/S-Proteine beispielsweise in Reaktionen des Elektronentransports, in Redox-
und Isomerisationsreaktionen oder in der Funktion als Sensoren fu¨r Sauerstoff
oder Eisen. Fe/S-Proteine finden sich in verschiedenen Zellkompartimenten. Bei-
spiele fu¨r Fe/S-Proteine im Cytosol sind Leu1 (Isopropyl-Malat-Synthase) und
Irp1 (Eisenregulatorisches Protein) und in den Mitochondrien Aco1 (Aconitase)
und Bio2 (ein Protein in der Biotinsynthese). Die Strukturen und Sto¨chiometrien
von Fe/S-Zentren sind vielfa¨ltig, wobei die Zusammensetzungen Fe2S2, Fe3S4 und
Fe4S4 am ha¨ufigsten sind [12]. Viele Fe/S-Cluster entstehen in vitro durch Inkuba-
tion von Fe/S-Proteinen in der Apo-Form mit Eisenionen und Sulfid spontan [48].
Die dazu notwendigen Ionenkonzentrationen entsprechend jedoch in keiner Weise
einer in vivo-Situation, sodass es ein System geben muss, das die Assemblierung
von Fe/S-Clustern katalysiert.
1.2.2 Komponenten der ISC-Maschinerie
Die zur Biosynthese von Fe/S-Clustern notwendigen Proteine wurden urspru¨ng-
lich in Bakterien identifiziert und beschrieben. Die Gene des iron sulfur cluster -
Operons (isc-Operon) von Azotobacter vinelandii bilden eine funktionelle Einheit
zur Biosynthese von Fe/S-Zentren [128]. Die dem isc-Operon homologen Proteine
Nfs1, Yah1, Ssq1, Jac1, Isa1/Isa2, Isu1/Isu2 und Nfu1 aus S. cerevisiae sind in
der mitochondrialen Matrix lokalisiert. Diese Proteine sind fu¨r die Assemblierung
von Fe/S-Clustern verantwortlich und werden ISC-Maschinerie genannt (s. Abbil-
dung 1.2) [77].
Eine zentrale Rolle in der Fe/S-Cluster-Biosynthese nimmt Nfs1 ein, das ein
Homolog zum bakteriellen NifS aus A. vinelandii ist. NifS ist ein Homodimer und
besitzt Pyridoxalphosphat als prosthetische Gruppe. Es ist in der Lage Cystein zu
desulfurieren, wobei Alanin und elementarer Schwefel enstehen [131]. Der Schwefel
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Abbildung 1.2 Import, Prozessierung und Fe/S-Insertion. Das Vorstufenprotein in
der Apo-Form wird in die mitochondriale Matrix importiert und durch MPP prozessiert.
Durch einen nicht vollsta¨ndig verstandenen Prozess wird ein Fe/S-Cluster (hier ein
Fe2S2-Cluster) in das Apo-Protein inseriert. Der Cluster ko¨nnte durch Isa1/2 oder Isu1/2
vorassembliert werden. Sowohl die homologen Proteine IscA und NifU aus Bakterien als
auch Isu1 aus S. pombe sind in der Lage, einen Fe/S-Cluster zu assemblieren und auf
Apo-Ferredoxin zu u¨bertragen [21, 82, 126, 127]. Ob an der Assemblierung die beiden
Chaperone Ssq1 und Jac1 beteiligt sind, ist nicht bekannt. Schwefel wird durch
Desulfurierung von Cys gewonnen und in Form eines von Nfs1 gebundenen Persulfids fu¨r
die Fe/S-Biosynthese zur Verfu¨gung gestellt. Von welcher Komponente die zur
Fe/S-Assemblierung notwendigen Eisenionen eingebracht werden ist nicht bekannt. Yah1
ko¨nnte zusammen mit Arh1 ein System bilden, das Elektronen zur Verfu¨gung stellt
[8, 64, 73].
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wird dabei in Form eines Persulfids an eine Cysteinseitenkette von NifS gebun-
den und so fu¨r die Biosynthese von Fe/S-Clustern zur Verfu¨gung gestellt [130].
In vitro ko¨nnen Apo-Proteine allein durch Inkubation mit NifS, Cystein und Ei-
sen(II)ionen in ihre Holo-Form u¨berfu¨hrt werden [129]. Nfs1 aus S. cerevisiae ist
in der mitochondrialen Matrix und in Spuren auch im Kern lokalisiert. In beiden
Kompartimenten u¨bt es eine essentielle Funktion aus. Die Depletion des Proteins
in vivo fu¨hrt zu stark verminderten Enzymaktivita¨ten von mitochondrialen und
cytosolischen Fe/S-Proteinen [67, 53, 78].
Yah1 besitzt Homologie zu Adrenodoxin von Sa¨ugern. Adrenodoxine sind
Fe/S-Proteine und fungieren als Elektronentransportproteine. In Sa¨ugern sind sie
fu¨r die Biosynthese von Steroidhormonen notwendig. Yah1 ist essentiell und in
der Matrix von Mitochondrien lokalisiert. Es geho¨rt als kleines Fe/S-Protein zur
Gruppe der Ferredoxine [8]. Yah1 ist sowohl an der Synthese von Ha¨m als auch
an der Assemblierung von Fe/S-Zentren beteiligt [9, 7]. Vermutlich stellt es da-
bei die zur Fe/S-Cluster-Biosynthese notwendigen Elektronen zur Verfu¨gung [64].
Die Depletion von Yah1 fu¨hrt zu stark verminderten Aktivita¨ten cytosolischer
Fe/S-Proteine. Yah1 erha¨lt die Elektronen wahrscheinlich von der Adrenodoxin-
Reduktase Arh1, einer weiteren essentiellen Komponente der mitochondrialen Ma-
trix.
Zwei weitere Komponenten der ISC-Maschinerie sind Ssq1 und Jac1. Ssq1 ist
homolog zu Hsc66, einem Chaperon der Hsp70- oder DnaK-Familie und Jac1 ist
homolog zu Hsc20, einem Chaperon der DnaJ-Familie. In den Mitochondrien von
Hefe sind drei Proteine der Hsp70-Familie lokalisiert, Ssc1, Ecm10 und Ssq1. Ssc1
ist fu¨r den Import von Proteinen in die Matrix essentiell und an der Faltung sowie
Degradation von Proteinen in diesem Kompartiment beteiligt [17, 46, 104, 123].
U¨ber die Funktion von Ecm10 ist relativ wenig bekannt, es scheint in manchen
Funktionen mit Ssc1 zu u¨berlappen [11]. Ssq1 ist etwa um den Faktor 2000 weniger
abundant als Ssc1 und ist auch bei U¨berexpression nicht in der Lage Funktionen
von Ssc1 zu u¨bernehmen [102, 120]. Im Gegensatz zu Ssq1 ist Jac1 essentiell. Hsc20
aus E. coli stimuliert die ATPase-Aktivita¨t von Hsc66 und dient als Kochaperon,
wie DnaJ fu¨r das bakterielle Chaperon DnaK und Hsp40 fu¨r das eukaryontische
Hsp70 [118]. Da das Chaperonsystem Ssq1/Jac1 Teil der ISC-Maschinerie ist,
ko¨nnte es fu¨r Proteinfaltungen wa¨hrend der Assemblierung von Fe/S-Clustern
notwendig sein.
Isa1 und Isa2 sind zwei nicht essentielle Komponenten der ISC-Maschinerie.
Die Deletion der Gene fu¨hrt zu verminderten Enzymaktivita¨ten mitochondrialer
und cytosolischer Fe/S-Proteine [47, 89, 44]. Das bakterielle IscA kann in vi-
tro einen Fe/S-Cluster binden und auf Apo-Ferredoxin u¨bertragen [21]. Die Isa-
Proteine ko¨nnten so zur Pra¨assemblierung von Fe/S-Zentren dienen.
Isu1 und Isu2 sind zur N-terminalen Doma¨ne des bakteriellen NifU-Proteins
homolog, Nfu1 zeigt A¨hnlichkeiten zum C-terminalen Ende von NifU. Die De-
letion beider ISU-Gene ist letal [103]. NifU und Isu1 aus Schizosaccharomyces
Pombe sind in der Lage einen labilen Fe/S-Cluster zu assemblieren und auf Apo-
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Ferredoxin zu u¨bertragen. Die Proteine scheinen deshalb wie IscA an der Pra¨-
assemblierung von Fe/S-Zentren beteiligt zu sein [82, 126, 127]. U¨ber die Funktion
von Nfu1 ist nur wenig bekannt [103].
1.2.3 Biosynthese cytosolischer Fe/S-Cluster
Die Komponenten Nfs1, Yah1, Isa1 und Isa2 der ISC-Maschinerie sind nicht nur
fu¨r die Assemblierung mitochondrialer Fe/S-Zentren notwendig, sondern scheinen
auch fu¨r die Bildung cytosolischer Fe/S-Proteine verantwortlich zu sein. Die De-
pletion der Komponenten in vivo resultiert in einer erniedrigten Aktivita¨t des
cytosolischen Fe/S-Proteins Leu1 und zu vermindertem Einbau von Eisen in die-
ses Enzym [53, 64, 47, 89]. Atm1 ist ein ABC-Transporter in der mitochondrialen
Innenmembran von S. cerevisiae [52]. Die Deletion des ATM1-Gens fu¨hrt, wie auch
die Depletion von ISC-Komponenten der Matrix, zu einer erniedrigten Aktivita¨t
von Leu1 und einem verminderten Einbau von Eisen in das Enzym. Allerdings
bleibt die Aktivita¨t von Fe/S-Proteinen der Matrix durch die Deletion von ATM1
unberu¨hrt [53]. Erv1 ist ein essentielles Protein im Intermembranraum von Mit-
ochondrien. Ein temperatursensitiver Stamm von Erv1 zeigt nach der Induktion
des Pha¨notyps gleiche Defekte der cytosolischen Fe/S-Cluster-Biogenese wie der
Deletionsstamm von Atm1 [65].
Die Notwendigkeit der ISC-Maschinerie, des Transporters Atm1 in der Innen-
membran und des Proteins Erv1 im Intermembranraum von Mitochondrien fu¨r
die Assemblierung cytosolischer Fe/S-Proteine legt den Schluss nahe, dass Mito-
chondrien eine Vorstufe – welcher Art auch immer – fu¨r die Assemblierung von
Fe/S-Cluster im Cytosol zur Verfu¨gung stellen.
1.3 Fragestellung und Zielsetzung
Die Translokation mitochondrialer Intermembranraumproteine ohne N-terminale
Importsequenz ist bisher wenig verstanden. Viele dieser Proteine sind klein und
binden Kofaktoren. Beispiele fu¨r diese Proteingruppe sind Som1, Cox17, Cyc1,
Sod1, Cytochrom c und die kleine Tim-Proteine. Apo-Cytochrom c und die klei-
nen Tim-Proteine werden unabha¨ngig von den Rezeptoren des TOM-Komplexes
u¨ber die Außenmembran transferiert [76, 115, 25, 60]. Bisher ist kaum bekannt
fu¨r welche Proteine dieser Gruppe der TOM-Komplex zur Translokation notwen-
dig ist. Proteine mit N-terminalen Pra¨sequenzen werden unter ATP-Verbrauch
in die Mitochondrien importiert, außerdem ist fu¨r die Translokation ein Mem-
branpotential notwendig. Die energetischen Voraussetzungen fu¨r den Import von
Intermembranraumproteinen sind nicht bekannt. Tim13 ist ein kleines, nicht es-
sentielles Protein und bildet zusammen mit Tim8 einen lo¨slichen 70 kDa-Komplex
im Intermembranraum. Es besitzt keine N-terminale Pra¨sequenz und wird auch
nicht prozessiert. In dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Translokations-
komponenten fu¨r den Import von Tim13 notwendig sind und was die treibende
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Kraft fu¨r diesen Prozess ist.
Die beiden mitochondrialen Chaperone Ssq1 und Jac1 in S. cerevisiae sind ho-
molog zu bakteriellen Proteinen, die durch das isc-Operon kodiert sind. Die Pro-
teine dieses Operons besitzen vermutlich alle eine Funktion in der Fe/S-Cluster-
Biosynthese. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob auch die beiden Chape-
rone Ssq1 und Jac1 an der Fe/S-Cluster-Assemblierung beteiligt sind.
Fast alle Daten u¨ber die Biosynthese von Fe/S-Proteinen in S. cerevisiae beru-
hen auf Aktivita¨tsmessungen von Fe/S-Enzymen und auf der in vivo-Inkorporation
von 55Fe in Fe/S-Proteine. Es gibt noch keine Versuchsanordnung, mit der sich die
Fe/S-Cluster-Biosynthese in organello beobachten la¨sst. Mit einer solchen Anord-
nung ko¨nnten die zur Biosynthese von Fe/S-Proteinen notwendigen Faktoren und
Bedingungen relativ einfach ermittelt werden. Es ließen sich außerdem kinetische
Aussagen u¨ber die Assemblierung von Fe/S-Zentren machen. In dieser Arbeit soll
ein System entwickelt werden, mit dessen Hilfe es mo¨glich ist, die Fe/S-Cluster-
Assemblierung in Mitochondrien zu messen.
Kapitel 2
Material und Methoden
Prozentuale Konzentrationsangaben sind fu¨r gelo¨ste Feststoffe in Gewichts- und
fu¨r gelo¨ste Flu¨ssigkeiten in Volumenprozent angegeben.
2.1 Molekularbiologische Methoden
2.1.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli
Kleine Mengen DNS wurden durch enzymatische und alkalische Lyse von E. co-
li -Zellen gewonnen [13]. Dazu wurden 2 ml LBAmp-Medium angeimpft und u¨ber
Nacht bei 37oC unter Schu¨tteln inkubiert. Zellen aus 1 ml der Kultur wurden
fu¨r 20 s bei 7500 g (RT) pra¨zipitiert und in 100 µl Lo¨sung 1 (50 mM Glucose,
10 mM EDTA, 2 mg/ml Lysozym, 25 mM Tris/HCl pH 8,0) resuspendiert. Die so
erhaltene Suspension wurde fu¨r 5 min bei RT belassen. Nach Zugabe von 100 µl
Lo¨sung 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) wurde 5 min bei 65oC alkalisch lysiert. Die
Probe wurde dann mit 150 µl Lo¨sung 3 (3 M Natriumacetat pH 4,5) neutralisiert
und fu¨r 5 min auf Eis geku¨hlt. Ausgefa¨llte Proteine und chromosomale DNS wur-
den durch Zentrifugation fu¨r 5 min bei 35000 g (+4oC) abgetrennt. Zum Fa¨llen der
Plasmid-DNS wurde der U¨berstand mit 1 ml Ethanol versetzt und fu¨r 30 min bei
35000 g (+4oC) zentrifugiert. Die Probe wurde anschließend mit 70%igem Etha-
nol gewaschen, erneut 5 min zentrifugiert und nach Abnehmen des U¨berstands
bei RT getrocknet. Die so erhaltene DNS wurde dann in 50 µl H2O gelo¨st.
Zur Pra¨paration gro¨ßerer Mengen Plasmid-DNS wurde das Kit Jetstar (Midi-
Sa¨ulen) verwendet. Ausgehend von 50 ml einer U¨bernachtkultur in LBAmp, wurde
die DNS nach Anleitung des Herstellers aufgearbeitet.
2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion
Gene oder Genabschnitte von S. cerevisiae wurden als DNS-Fragmente mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert [99, 100]. Neben dem vom Hersteller
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mitgelieferten Puffer enthielt ein typischer Reaktionsansatz von 50 µl: 1,5 mM Ma-
gnesiumchlorid, 0,2 mM aller 4 Desoxynucleosidtriphosphate, 1–100 ng Matrizen-
DNS, 20 pmol von jedem Primer, 2,5 U Pfu-DNS-Polymerase und 0,25 U Taq-
DNS-Polymerase. Der Reaktionsansatz wurde solange auf Eis belassen, bis der
PCR-Block eine Temperatur von 94oC erreicht hatte. Die Proben wurden dann in
die Maschine gestellt1. Die PCR-Reaktionsfolge wurde 35x wiederholt und setzte
sich wie folgt zusammen: Schmelzen der DNS bei 94oC fu¨r 30–60 s, Anlagerung
der Oligonukleotide bei 40–65oC fu¨r 30–60 s und Synthese der DNS bei 72oC
fu¨r 30–90 s. Meist wurden die ersten 5 Zyklen bei einer um 5oC niedrigeren An-
lagerungstemperatur durchgefu¨hrt. Nach den Reaktionszyklen wurde mit einer
10minu¨tigen Nachinkubation die DNS-Synthese vervollsta¨ndigt. Die Amplifika-
tion der DNS-Fragmente wurde durch Gelelektrophorese kontrolliert.
2.1.3 Klonierung von DNS-Fragmenten
2.1.3.1 Restriktionsverdau
DNS wurde durch Endonucleasen in den vom Hersteller mitgelieferten und em-
pfohlenen Puffer geschnitten. Fu¨r 1 µg DNS wurden ca. 2 U Enzym eingesetzt,
es wurde 90 min oder u¨ber Nacht bei 37oC verdaut. Die Dephosphorylierung von
DNS-Fragmenten wurde direkt im Restriktionsverdau durchgefu¨hrt. Dazu wurden
der Reaktion ca. 0,2 U SAP pro µg DNS zugegeben.
2.1.3.2 Ligation
Zur Ligation eines DNS-Fragments mit einem linearisierten Vektor wurde die Liga-
se des Bakteriophagen T4 benutzt. Die Ligationen wurden in dem vom Hersteller
mitgelieferten Puffer in einem Endvolumen von 20 µl durchgefu¨hrt. Dazu wurden
50–200 ng DNS des linearisierten Vektors mit etwa dem fu¨nffachen U¨berschuss an
DNS-Fragment gemischt und mit 400 U T4-Ligase fu¨r 1 h bei RT inkubiert.
2.1.3.3 Zwischenklonierung
Um den vollsta¨ndigen Verdau eines DNS-Fragments zu gewa¨hrleisten, wurde das
durch PCR amplifizierte Fragment in den Vektor pCR-TOPO oder pGEM-T
zwischenkloniert. Die Ligation des Fragments in den Vektor erfolgte nach An-
leitung des Herstellers. Das Ligationsprodukt wurde in E. coli DH5α transfor-
miert. Aus den positiven Klonen wurde Plasmid-DNS pra¨pariert, aus der das
DNS-Fragment mittels Restriktionsverdau herausgeschnitten wurde.
1Fu¨r Reaktionen mit zwei u¨berlappenden DNS-Fragmenten als Matrize wurden vor Zugabe
der Polymerasen 5 Reaktionszyklen ohne Enzym durchgefu¨hrt. Die Enzyme wurden dann in
einer 94oC-Phase zugegeben.
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2.1.3.4 Pra¨paration kompetenter E. coli -Zellen
Um elektrokompetente E. coli -Zellen zu gewinnen, wurden 400 ml LB-Medium
mit 4 ml einer U¨bernachtkultur angeimpft und bei 37oC unter Schu¨tteln inkubiert.
Bei Erreichen einer OD578 von 0,5 wurde die Kultur fu¨r 30 min auf Eis gestellt
und dann fu¨r 15 min bei 4500 g (+4oC) zentrifugiert. Danach wurden die Zellen
sukzessive in 400, 200 und 4 ml kaltem 10%igem Glycerol (mit bidestilliertem
H2O angesetzt) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Probe in
400 µl 10%iger Glycerollo¨sung resuspendiert und in 45 µl-Portionen bei -80oC
weggefroren.
2.1.3.5 Transformation von E. coli -Zellen
Die Transformation von E. coli -Zellen wurde durch Elektroporation durchgefu¨hrt
[23]. Dazu wurde 1 µl Plasmidlo¨sung (Ligationsansatz oder Plasmidpra¨paration)
mit 45 µl kompetenten Zellen gemischt. Von diesem Ansatz wurden 40 µl in eine
auf Eis geku¨hlte Elektroporationsku¨vette u¨berfu¨hrt, die dann einem Stromstoß
(2,5 kV, 400 Ω, 25 µF) ausgesetzt wurde. Die Zellsuspension wurde sofort mit
1 ml SOC-Medium gemischt und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt.
Die Zellen wurden fu¨r 30 min unter Schu¨tteln bei 37oC inkubiert, bevor sie dann
auf einer LB-Platte ausgestrichen wurden.
2.1.4 Reinigung und Analyse von DNS
2.1.4.1 Analytische und pra¨parative Gelelektrophorese
Zur gelelektrophoretischen Analyse von DNS wurden horizontale Agarosegele mit
einem Bettvolumen von 30–100 ml und einem Taschenvolumen von 20–120 µl ein-
gesetzt. Je nach Gro¨ße der DNS-Fragmente wurde eine 0,8–3%ige Agaroselo¨sung
in TAE-Puffer (20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 40 mM Tris/Acetat pH 7,5)
zum Gießen der Gele verwendet. Die Agaroselo¨sung wurde vorher auf eine Ethi-
diumbromidkonzentration von ca. 0,5 µg/ml eingestellt. Die Proben wurden mit
1/5 Volumen 5x Auftragspuffer (30% Glycerol, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xy-
lencyanol) versetzt und aufgetragen. Falls die Proben sto¨rende Mengen an RNS
enthielten, wurde ein 5x Auftragspuffer mit ca. 2 mU/ml RNase A verwendet. Die
Elektrophorese wurde in TAE-Puffer bei etwa 13 V/cm durchgefu¨hrt. Die Analyse
erfolgte unter UV-Licht.
Zur Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die entspre-
chenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNS mit dem Kit
QIAquick nach Anleitung des Herstellers extrahiert.
2.1.4.2 Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration von DNS-Proben wurde durch Messung der Extinktion gegen
H2O bei 260 und 280 nm (E260 und E280) bestimmt. Eine Extinktionsa¨nderung
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Plasmid Beschreibung
pCyb2(1–167)DHFR [95] Fusion aus CYB2 (AS 1–167) und DHFR in
pGEM-4
pET3a-NFS1(34–497)-His6 NFS1 ohne N-Terminus (AS 34–497) mit C-termi-
nalen Hexahistidinrest in pET-3a
pET3a-YAH1-His6 YAH1 in pET-3a mit C-terminalen Hexahistidin-
rest
pETGEXCT-JAC1(120–184) C-Terminus von JAC1 (AS 121–184) in pETGEX-
CT
pETGEXCT-SSQ1(548–657) C-Terminus von SSQ1 (AS 549–657) in pETGEX-
CT
pGEM4-JAC1 [71] JAC1 in pGEM-4
pGEM4-TIM13 [M. Endres] TIM13 in pGEM-4
pGEM4-TIM13(CXS) TIM13 -Konstrukte in pGEM-4 mit Cys-zu-Ser-Mu-
tationen in Positionen X=57,61,73,77; X=57,61;
X=73,77; X=57 oder X=73
pGEM3-YAH1 YAH1 in pGEM-3
pMALcRI-TIM13 TIM13 in pMAL-cRI
pMALcRI-TIM13
(C57,61,73,77S)
TIM13 in pMAL-cRI mit Cys-zu-Ser-Mutationen in
Positionen 57, 61, 73, 77
pOXA1p [42] OXA1 in pGEM-3
pSu9(1-69)DHFR [93] Fusion aus der Pra¨sequenz von Untereinheit 9 der
F0-ATPase aus N. crassa (AS 1–69) und DHFR in
pGEM-4
Tabelle 2.1 Verwendete Plasmide
von 1 bei 260 nm entspricht einer Konzentration von 50 µg/µl doppelstra¨ngiger
bzw. 33 µg/µl einzelstra¨ngiger DNS. Der Quotient aus E260 und E280 ist ein Maß
fu¨r die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
2.1.5 Verwendete Plasmide
Fu¨r die in vitro-Transkription und -Translation von Proteinen wurde das entspre-
chende DNS-Fragment in den Vektor pGEM-3 oder pGEM-4 kloniert. Zur Expres-
sion von Proteinen in E. coli wurden folgende Vektoren verwendet: pETGEXCT
fu¨r die Expression von N-terminalen GST-Fusionsproteinen [106], pMAL-cRI fu¨r
die Konstruktionen von N-terminalen MBP-Fusionsproteinen und pET-3a. In Ta-
belle 2.1 sind alle in der Arbeit verwendeten Plasmide und ihre Kurzbeschreibun-
gen aufgefu¨hrt. Die Klonierungsstrategien sind im Unterkapitel 2.1.6 beschrieben.
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2.1.6 Klonierungsstrategien
Klonierung von pET3a-NFS1(34–497)-His6 Das Fragment von Position
100–1494 der kodierenden Sequenz des NFS1 -Gens wurde mittels PCR mit den
Primern TOMP08 (5’) und TOMP10 (3’) aus genomischer DNS amplifiziert. Das
resultierende Fragment wurde u¨ber die in das Primerpaar eingebauten Restrik-
tionsschnittstellen NdeI bzw. BamHI in den Vektor pET-3a kloniert. Der 3’-
Primer enthielt außerdem die kodierende Sequenz fu¨r 6 C-terminale Histidine.
TOMP08 5’- GGG CAT ATG TAT TCC CCT CCT GCA GCA GG-3’
TOMP10 5’- GGG GGA TCC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG ATG ACC
TGA CCA TTT GAT G-3’
Klonierung von pET3a-YAH1-His6 Die kodierende Sequenz von YAH1 wur-
de mittels PCR mit den Primern TOMP04 (5’) und TOMP05 (3’) aus genomischer
DNS amplifiziert und u¨ber die in das Primerpaar eingebauten Restriktionsschnitt-
stellen NdeI bzw. BamHI in den Vektor pET-3a kloniert. Der 3’-Primer enthielt
außerdem die kodierende Sequenz fu¨r 6 C-terminale Histidine.
TOMP04 5’- GGG CAT ATG CTG AAA ATT GTT AC-3’
TOMP05 5’- GGG GGA TCC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG CCA TGG
ACT AAA ATC GTT G-3’
Klonierung von pETGEXCT-JAC1(121–184) Das Fragment von Position
361–555 der kodierenden Sequenz des JAC1 -Gens wurde mittels PCR mit den
Primern TL04 (3’) und TL05 (5’) aus genomischer DNS amplifiziert. Das resul-
tierende Fragment wurde u¨ber die in das Primerpaar eingebauten Restriktions-
schnittstellen BglI bzw. BamHI in den Vektor pETGEXCT kloniert.
TL04 5’- GAA GCT GGT GTG AAG C-3’
TL05 5’- GGG GGA TCC TTA GTG ATT CAT TTC C-3’
Klonierung von pETGEXCT-SSQ1(549–657) Das Fragment von Position
1645–1974 der kodierenden Sequenz des SSQ1 -Gens wurde mittels PCR mit den
Primern TL06 (3’) und TL07 (5’) aus genomischer DNS amplifiziert. Das resul-
tierende Fragment wurde u¨ber die in das Primerpaar eingebauten Restriktions-
schnittstellen BglI bzw. BamHI in den Vektor pETGEXCT kloniert.
TL06 5’- GGG AGA TCT GCA AAA CTT ATT GAA G-3’
TL07 5’- GGG GGA TCC TTA TTT ACC TTG ATT C-3’
16 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN
Klonierung von pGEM4-TIM13(CXS) Um Cys-zu-Ser-Punktmutationen
in das TIM13 -Gen einzufu¨hren wurden Primer verwendet, die am entsprechenden
Codon Basenaustausche trugen. Zuerst wurde das TIM13 -Gen als zwei u¨berlap-
pende Fragmente amplifiziert, indem zwei PCR-Reaktionen auf pGEM4-TIM13
durchgefu¨hrt wurden. Dabei wurde fu¨r das 1. Fragment ein SP6-Primer als 5’-
Primer verwendet und TOMP18, TOMP35 oder TOMP40 als 3’-Primer. Fu¨r das
2. Fragment wurde TOMP17, TOMP34 oder TOMP41 als 5’-Primer verwendet
und ein T7-Primer als 3’-Primer. Die DNS-Fragmente wurden u¨ber ein pra¨para-
tives Agarosegel gereinigt und in einer 3. PCR-Reaktion als Matrize eingesetzt.
Aus dieser PCR-Reaktion resultierte mit dem Primerpaar SP6/T7 das Vollla¨ngen-
TIM13 mit Cys-zu-Ser-Mutationen und BamHI/HindIII-Schnittstellen aus der
Plasmid-Matrize. U¨ber diese Restriktionsschnittstellen wurde das DNS-Fragment
in den Vektor pGEM-4 kloniert.
Fu¨r die einzelnen Konstrukte wurden fu¨r PCR-Reaktion 1 bzw. 2, neben SP6
bzw. T7, folgende Primer verwendet: TOMP18/17 fu¨r pGEM4-TIM13(C57,61,73,
77S), TOMP18/34 fu¨r pGEM4-TIM13(C57,61S), TOMP35/17 fu¨r pGEM4-TIM-
13(C73,77S), TOMP40/43 fu¨r pGEM4-TIM13(C57S) und TOMP35/41 fu¨r pG-
EM4-Tim13(C73S).
TOMP17 5’- CTT CGC CAT ACG CTA CCA GAA ACG ATG CGT CCA TTG
ACC AGT CTT TGG CTA AAT ATA TGA G-3’
TOMP18 5’- CGC ATC GTT TCT GGT AGC GTA TGG CGA AGT TAA GGA
TTT TTC AAA GGA GTT CTC AGA AAT TTT GTT C-3’
TOMP34 5’- CTT CGC CAT ACG CTA CCA GAA ACG-3’
TOMP35 5’- CGC ATC GTT TCT GGT AGC GTA TGG-5’
TOMP40 5’- CGC ATC GTT TCT GGT AGC GTA TGG CGA AGT TAA GCA
TTT TTC AAA GGA GTT CTC AGA AAT TTT GTT C-3’
TOMP41 5’- CTT CGC CAT ACG CTA CCA GAA ACG ATG CGT CCA TTG
ACC AGT GTT TGG CTA AAT ATA TGA G-3’
Klonierung von pGEM3-YAH1 Die kodierende Sequenz von YAH1 wurde
mittels PCR mit den Primern TOMP01 (5’) und TOMP02 (3’) aus genomischer
DNS amplifiziert und u¨ber die in das Primerpaar eingebauten Restriktionsschnitt-
stellen BamHI bzw. EcoRI in den Vektor pGEM-3 kloniert.
TOMP01 5’- GGG GGA TCC ATG CTG AAA ATT GTT ACT CGG-3’
TOMP02 5’- GGG GAA TTC TTA ACT AAA ATC GTT GTT ATT AAC-3’
Klonierung von pMALcRI-TIM13 und pMALcRI-TIM13(C57,61,73,77
S) Zur Klonierung von pMALcRI-TIM13 und pMALcRI-TIM13(C57,61,73,77S)
wurden die entsprechenden DNS-Fragmente mit BamHI und HindIII aus pGEM4-
TIM13 bzw. pGEM-TIM13(C57,61,73,77S) herausgeschnitten und in den Vektor
pMAL-cRI kloniert.
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Stamm Genotyp
BY4742 (∆ssq1) α his3D1 leu2D0 lys2D0 ura3D0 ssq1::kanMX4




α ura3-52 his3D200 leu2D1 LYS2 TRP1 yfh1::kanMX4
GAL-NFS1 [53] ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1
GAL-JAC1 [71] α ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-∆63 his3-∆200
leu2-∆1
mdj1-5 [124] leu2 trp1 ade2 can1 his3 ura3 mdj1::HIS3
PK83 (ssc1-3) [33] α his4-713 leu2-3,112 lys2 ∆trp1 ura3-52 ssc1-3(LEU2)
∆tim8/∆tim13 [87] MB2 tim8::HIS3 tim13::URA3
W303-1A a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1
YPH499 [107] a ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-∆63 his3-∆200
leu2-∆1
YPH500 [107] α ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-∆63 his3-∆200
leu2-∆1
YPH501 [107] a / α ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-∆63 his3-
∆200 leu2-∆1 / ura3-52 lys2-801amber ade2-101ochre trp1-
∆63 his3-∆200 leu2-∆1
YGS101 (∆yta10) [5] a ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 yta10::HIS3-
MX6
Tabelle 2.2 Verwendete Hefesta¨mme
2.2 Genetische Methoden
2.2.1 Verwendete Sta¨mme von E. coli
Fu¨r alle Klonierungen wurde der E. coli -Stamm DH5α verwendet. Dieser Stamm
ist fu¨r alle Vektoren auf der Basis von pUC oder pBR322 geeignet. Außerdem
entha¨lt er einen Φdlac2∆M15-Marker der fu¨r Vektoren auf Basis von pUC eine
Blau/Weiß-Selektion ermo¨glicht.
In die Vektoren pET-3a und pETGEXCT klonierte Gene wurden im E. co-
li -Stamm BL21(DE3)pLysS exprimiert, fu¨r den Vektor pMAL-cRI wurden BL21-
(DE3)-Zellen verwendet. Diese Sta¨mme besitzen eine chromosomale Kopie des
IPTG-induzierbaren T7RNS-Polymerase-Gens unter Kontrolle des lacUV5 -Pro-
motors und sind deshalb zur Expression von Genen unter Kontrolle des T7-
Promotors geeignet. Die Zellen sind außerdem in den E. coli -Proteasen Lon und
OmpT defizient. Der BL21(DE3)pLysS-Stamm besitzt eine Cam-Resistenz.
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2.2.2 Verwendete Sta¨mme von S. cerevisiae
In Tabelle 2.2 sind alle in der Arbeit verwendeten Sta¨mme von S. cerevisiae mit
Referenz und Genotypen aufgelistet.
2.2.3 Anzucht von S. cerevisiae
Die Anzucht von Hefe erfolgte unter Schu¨tteln bei 30oC in Lactat- oder YPGal-
Medium. Hefen aus einer Glycerol-Stammkultur wurden auf einer YPD-Platte
ausgestrichen und bei 30oC inkubiert. Nach 2–3 Tagen wurden von dieser Platte
20 ml Medium2 angeimpft und u¨ber Nacht inkubiert. Die Kultur wurde durch Pas-
sagieren mindestens fu¨r 2 Tage in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten,
bevor die Hauptkultur angeimpft wurde. Die Zellen wurden nach Erreichen einer
OD578 von 1,2 bis 1,8 geerntet.
Um Glycerol-Stammkulturen herzustellen, wurden mit einer Impfo¨se Hefezel-





Proteine mit einem Molekulargewicht u¨ber 15 kDa wurden durch diskontinuier-
liche SDS-PAGE nach Laemmli aufgetrennt [62]. Je nach Proteinmenge und An-
forderung an die Auflo¨sung wurden dazu Gelsysteme mit Laufstrecken zwischen
7 und 13 cm und Schichtdicken zwischen 0,75 und 1,0 mm verwendet. Die Vo-
lumina der Geltaschen lagen zwischen 20 und 50 µl. Die Gelmischung enthielt
folgende Endkonzentrationen fu¨r das Sammelgel: 5% Acrylamid, 0,03 oder 0,1%
Bisacrylamid, 0,1% SDS, 60 mM Tris/HCl pH 6,8 und fu¨r das Trenngel: 16%
Acrylamid, 0,1 oder 0,3% Bisacrylamid, 400 mM Tris/HCl pH 8,8, 0,1% SDS.
Die Polymerisation wurde mit Zugabe von Temed (0,1% Endkonzentration) und
APS (0,05% Endkonzentration) gestartet. Die Proben wurden in Laemmli-Puffer
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 25–35 mA mit 380 mM Glycin, 0,1%
SDS, 50 mM Tris/HCl pH 8,3 als Laufpuffer durchgefu¨hrt. Zu jedem Lauf wurden
Proteinstandardlo¨sungen aufgetragen.
2Fu¨r das Animpfen von Hefekulturen wurde auch YPD-Medium verwendet, um ein schnelles
Anwachsen der Zellen zu erreichen. Die Kultur wurde dann auf Lactat- oder YPGal-Medium
passagiert.
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2.3.1.2 Harnstoff-Gelelektrophorese
Um eine bessere Auflo¨sung von kleinen Proteinen (unter 15 kDa) zu erreichen,
wurden Proteine durch Harnstoff-Gelelektrophorese getrennt. Dabei wurden die
gleichen Gelsysteme wie unter 2.3.1.1 verwendet. Die Gelmischung enthielt folgen-
de Endkonzentrationen fu¨r das Sammelgel: 5% Acrylamid, 0,06% Bisacrylamid,
33% Harnstoff, 0,1% SDS, 120 mM Tris/HCl pH 6,8 und fu¨r das Trenngel: 18%
Acrylamid, 0,25% Bisacrylamid, 33% Harnstoff, 0,1% SDS, 700 mM Tris/HCl
pH 8,8. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von Temed (0,05% Endkonzen-
tration) und APS (0,05 bzw. 0,1% Endkonzentration) gestartet. Als Laufpuffer
wurde 50 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% SDS verwendet. Die Elektrophorese
wurde sonst wie unter 2.3.1.1 beschrieben durchgefu¨hrt.
2.3.1.3 Native Gelelektrophorese von Yah1
Zur Auftrennung der Apo- und Holo-Form von Yah1 wurde die Gelelektrophorese
wie folgt durchgefu¨hrt: Konzentrationen der Komponenten in Sammel- und Trenn-
gel weitgehend wie unter 2.3.1.1. Allerdings wurden im Trenngel 20% Acrylamid
und 0,17% Bisacrylamid verwendet. Den Gelen und dem Laufpuffer wurde kein
SDS zugesetzt. Um eine Oxidation der Cysteine in Yah1 zu vermeiden, wurde der
Kathodenpuffer auf 1 mM Thioglykolsa¨ure eingestellt. Die Elektrophorese wurde
bei 25 mA und +4oC durchgefu¨hrt.
2.3.1.4 Fa¨rben und Trocknen von Polyacrylamid-Gelen
Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden mit Coomassie-Blau angefa¨rbt.
Dazu wurde das Trenngel 30–90 min in Fa¨rbelo¨sung (30% Methanol, 10% Es-
sigsa¨ure, 0,1% Coomassie-Blau) geschwenkt, anschließend mit H2O gespu¨lt und
in 30% Methanol, 10% Essigsa¨ure entfa¨rbt.
Das Gel wurde entweder zwischen zwei befeuchtete Zellophanfolien gespannt
und bei RT getrocknet, oder auf ein befeuchtetes Whatman-Papier gelegt und im
Geltrockner getrocknet. Um den nach nativer Gelelektrophorese 35S-markierten
Fe/S-Cluster in Holo-Yah1 zu detektieren, wurde das Gel nicht gefa¨rbt, sondern
fu¨r 30 min in 40% Methanol, 10 mM Tris/HCl pH 8,0 geschu¨ttelt und dann im
Geltrockner getrocknet.
2.3.1.5 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen
Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden nach der Halbtrocken-Metho-
de auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert [61, 116]. Dazu wurde das Gel
auf eine Nitrozellulose-Membran gelegt, die zwischen je zwei Whatman-Papiere
in eine Blotkammer geklemmt wurde. Gel, Nitrozellulose-Membran und What-
man-Papiere wurden dabei mit Blotpuffer durchtra¨nkt (0,02% SDS, 20 mM Tris,
150 mM Glycin, 20% Methanol). Der Transfer der Proteine erfolgte fu¨r 75 oder
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90 min zwischen zwei 15 x 15 cm großen Graphitelektroden bei 200 mA. Die Protei-
ne wurden dann durch Schwenken der Nitrozellulose-Membran in Ponceau-Lo¨sung
(0,2% Ponceau in 3% TCA) und anschließendem Entfa¨rben in H2O visualisiert.
2.3.2 Autoradiographie und Densitometrie
Um radioaktiv markierte Proteine zu visualisieren und quantifizieren, wurde auf
das getrocknete Gel oder die Nitrozellulose-Membran ein Ro¨ntgenfilm gelegt und
exponiert. Die nach der Entwicklung des Films sichtbaren Banden wurden mit
einem Flachbrettscanner eingelesen und densitometrisch mit dem Programm Tina
bestimmt.
2.3.3 Synthese von 35S-markierten Proteinen in vitro
Um 35S-markierte Proteine zu synthetisieren, wurden in pGEM-3 oder pGEM-
4 klonierte Gene mit Hilfe der SP6-RNS-Polymerase transkribiert und anschlie-
ßend in Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von 35S-Methionin transla-
tiert [88]. Der Transkriptionsansatz enthielt folgende Endkonzentrationen: 4,5 mM
Magnesiumacetat, 1,5 mM Spermidin, 75 µg/ml BSA, 7,5 mM DTT, 375 µM
ATP, CTP und UTP, 75 µM GTP, 40 µM m7G(5’)ppp(5’)G, ca. 1,5 U/µl RNa-
sin, 0,4 U/µl SP6-RNS-Polymerase, 30 mM Hepes/KOH pH 7,4. In einem 50 µl-
Ansatz wurden 15 µl Plasmidlo¨sung eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fu¨r
60 min bei 37oC inkubiert und dann auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 5 µl 10 M
Lithiumchlorid und 150 µl Ethanol, wurde die RNS fu¨r 15 min bei -20oC belas-
sen und anschließend fu¨r 30 min bei 35000 g (+4oC) zentrifugiert. Das Pra¨zipitat
wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach Abnehmen des U¨berstands bei
RT getrocknet. Die mRNS wurde dann in 30 µl H2O mit ca. 0,75 U/µl RNasin
aufgenommen.
Die Translation in Gegenwart von 35S-Methionin wurde in Kaninchen-Re-
tikulozytenlysat mit der oben gewonnen mRNS nach Anleitung des Herstellers
durchgefu¨hrt. Alternativ wurde auch simultane in vitro-Transkription/Translation
in TNT-Lysat nach Anleitung des Herstellers durchgefu¨hrt. Nach der Translation
wurde das Lysat fu¨r 30 min bei 100000 g (+4oC) zentrifugiert. Der U¨berstand
wurde aliquotiert, in flu¨ssigem N2 weggefroren und bei -80
oC aufbewahrt.
2.3.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte entweder nach der Metho-
de von Bradford [14] mit dem Bio-Rad-Proteinassay nach Anleitung des Herstel-
lers3 oder durch Messung der Extinktion bei 280 nm in 6 M Guanidiniumchlorid,
20 mM Phosphat pH 6,5 [35]. Fu¨r letzteres wurden 500 µl Probe u¨ber Nacht bei RT
3Fu¨r die Bestimmung wurde eine Eichgerade mit IgG erstellt. Dafu¨r wurden die Extinktionen
bei IgG-Konzentrationen von 1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 µg/ml gemessen.
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gegen 500 ml 6 M Guanidiniumchlorid, 20 mM Phosphat pH 6,5 dialysiert und zur
Messung eingesetzt. Der molare Extinktionskoeffizient des Proteins wurde nach
folgender Formel berechnet: M,Gdn·HCl = aM,Tyr + bM,Trp + cM,Cys mit a, b, c
als der Anzahl von Tyr-, Trp- bzw. Cys-Resten und  den entsprechenden mola-
ren Extinktionskoeffizienten4. Der Extinktionskoeffizient wurde fu¨r MBP-Tim13
als 74730 M−1 · cm−1 und fu¨r MBP-Tim13(C57,61,73,77S) als 74250 M−1 · cm−1
berechnet.
2.3.5 Fa¨llung von Proteinen durch TCA
Um Proteine denaturierend zu fa¨llen, wurde die Proteinlo¨sung auf 12% TCA einge-
stellt. Die Probe wurde fu¨r 30 min bei 35000 g (+4oC) zentrifugiert, der U¨berstand
wurde verworfen und auf das Pra¨zipitat 1 ml Aceton gegeben. Nach erneuter Zen-
trifugation fu¨r 10 min wurde das Aceton verworfen und das Pra¨zipitat fu¨r 10 min
bei RT getrocknet. Die Proteine wurden durch Zugabe von Laemmli-Puffer und
kurzes Aufkochen gelo¨st.
2.3.6 U¨berexpression und Reinigung von Proteinen
Um Proteine im mg-Maßstab zu isolieren, wurden sie als GST- oder MBP-Fusions-
proteine bzw. mit C-terminalen Hexahistidinrest rekombinant in E. coli exprimiert
und mit Hilfe von GSH-Sepharose, Amylose bzw. Ni-NTA-Agarose aufgereinigt.
Dazu wurde LBAmp bzw. LBAmp/Cam-Medium 1:200 mit einer U¨bernachtkultur an-
geimpft und bei 37oC unter Schu¨tteln bis auf eine OD578 von 0,8 wachsen gelassen.
Um die U¨berexpression zu induzieren, wurde die Kultur auf 0,5 mM IPTG einge-
stellt und fu¨r weitere 3 h inkubiert5. Die Zellen wurden dann durch Zentrifugation
fu¨r 10 min bei 2000 g (+4oC) geerntet und wie folgt aufgearbeitet.
2.3.6.1 Reinigung von Ssq1 und Jac1
Ssq1 (AS 549–657) und Jac1 (AS 121–184) wurden als N-terminale GST-Fusions-
proteine exprimiert und mit Hilfe von GSH-Sepharose gereinigt. Zellen aus 50 ml
Kultur wurden in 1 ml STE resuspendiert und bei -20oC weggefroren. Zur Auf-
reinigung wurde die Suspension auf Eis aufgetaut und in 12 ml PBS mit 0,2
mg/ml Lysozym und 0,2 mg/ml DNase aufgenommen. Die Probe wurde 30 min
bei +4oC getaumelt und dann fu¨r 20 min bei 30000 g (+4oC) zentrifugiert. Zum
U¨berstand wurden 80 µl 50%ige GSH-Sepharose (in Lysepuffer gewaschen) gege-
ben. Die Suspension wurde zur Proteinbindung 30 min bei +4oC getaumelt und
dann fu¨r 2 min bei 1500 g (+4oC) zentrifugiert. Der U¨berstand wurde verworfen
und die GSH-Sepharose 3x mit je 3 ml PBS gewaschen. Das Protein wurde durch
4M,Tyr= 1280M
−1 · cm−1,M,Trp= 5690M
−1 · cm−1,M,Cys= 120M
−1 · cm−1
5Bei der U¨berexpression von Tim13 und Tim13(C57,61,73,77S) wurde die Kultur an dieser
Stelle auf 100 µM Zinkacetat eingestellt.
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kurzes Aufkochen der GSH-Sepharose in 200 µl 1% SDS eluiert und bei -20oC
gelagert.
2.3.6.2 Reinigung von Tim13
Tim13 und Tim13(C57,61,73,77S) wurden als C-terminale MBP-Fusionsproteine
exprimiert und mit Hilfe von Amylose gereinigt. Zellen aus 100 ml Kultur wurden
in 2,5 ml Bindungspuffer (200 mM Natriumchlorid, 10 mM β-Mercaptoethanol,
200 µM Zinkacetat optional, 20 mM Tris/HCl pH 7,4) resuspendiert und bei -20oC
weggefroren. Zur Aufreinigung wurde die Suspension auf Eis aufgetaut, in 15 ml
Bindungspuffer mit 0,2 mg/ml Lysozym und 0,2 mg/ml DNase aufgenommen und
fu¨r 40 min bei +4oC getaumelt. Das Lysat wurde fu¨r 20 min bei 30000 g (+4oC)
zentrifugiert, zum U¨berstand wurden dann 2 ml 50%ige Amylose gegeben. Zur
Proteinbindung wurde die Suspension 3 h getaumelt und auf eine Sa¨ule mit Fritte
gegeben. Die Sa¨ule wurde 6x mit je 5 ml Bindungspuffer gewaschen. Das Protein
wurde mit 2x je 1,5 ml Bindungspuffer mit 10 mM Maltose eluiert, in flu¨ssigem
N2 weggefroren und bei -80
oC gelagert.
2.3.6.3 Reinigung von Yah1 und Nfs1
Yah1 und Nfs1 (AS 34–497) wurden mit C-terminalen Hexahistidinrest expri-
miert und mit Hilfe von Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Zellen aus 200 ml Kultur
wurden bei -20oC weggefroren. Zur Aufreinigung wurden E. coli -Zellen auf Eis
aufgetaut, in 20 ml Lysepuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M Natriumphosphat, 10 mM
β-Mercaptoethanol, 0,01 M Tris/HCl pH 8,0) resuspendiert und fu¨r 30 min bei
RT getaumelt. Das Lysat wurde fu¨r 20 min bei 30000 g (RT) zentrifugiert. Zum
U¨berstand wurden 3 ml 50%ige Ni-NTA-Agarose (in Lysepuffer gewaschen) ge-
geben. Die Suspension wurde zur Proteinbindung fu¨r 30 min bei RT getaumelt
und dann in eine Sa¨ule mit Fritte gegeben. Die Sa¨ule wurde 2x mit je 8 ml 8 M
Harnstoff, 0,1 M Natriumphosphat, 10 mM β-Mercaptoethanol, 0,01 M Tris/HCl
pH 6,3 gewaschen, bevor 3x mit je 1 ml 8 M Harnstoff, 0,1 M Natriumphosphat,
10 mM β-Mercaptoethanol, 250 mM Imidazol, 0,01 M Tris/HCl pH 6,3 eluiert
wurde. Die Proteinlo¨sung wurde bei -20oC weggefroren und gelagert.
2.3.7 Derivatisierung von Proteinen
2.3.7.1 Derivatisierung mit AMS
Um das Gesamtprotein von Hefezellen mit AMS zu derivatisieren, wurden wie
unter 2.4.1 beschrieben Spha¨roplasten isoliert. Die Spha¨roplasten wurden in 1 M
Sorbitol, 20 mM Hepes/KOH pH 7,4 resuspendiert, in flu¨ssigem N2 weggefroren
und bei -80oC gelagert. Zur Modifizierung wurden Spha¨roplasten auf Eis auf-
getaut, 100 µg wurden dann in 70 µl Derivatisierungspuffer (30 mM AMS, 0,1%
TX100, 60 mM Hepes/KOH pH 7.4) gegeben. Die Proben wurden fu¨r 2 min in ein
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Ultraschallbad gehalten und fu¨r 2 h in Dunkelheit bei RT belassen. Die Proteine
wurden dann TCA-gefa¨llt und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Um die Reaktion unter Ausschluss von O2 durchzufu¨hren, wurde der Derivati-
sierungspuffer fu¨r 10 min mit Hilfe einer Vakuumpumpe entgast und dann 2 min
mit N2 durchblasen. Dieser Vorgang wurde 3x durchgefu¨hrt, bevor die Spha¨roplas-
ten zugegeben wurde. Die Derivatisierung erfolgte wie oben beschrieben, jedoch
unter einer N2-Atmospha¨re.
2.3.7.2 Derivatisierung mit NEM
Um durch in vitro-Transkription/Translation gewonnene Proteine mit NEM zu
derivatisieren wurden 1–3 µl Retikulozytenlysat in 2 mM NEM, 40 mM He-
pes/KOH pH 7,4 (Endvolumen 20 µl) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fu¨r
30 min auf Eis belassen und dann auf 20 mM DTT eingestellt, um die Reaktion
zu stoppen.
2.3.8 Proteinfaltungsexperimente mit Tim13
Um proteaseresistente gefaltete Doma¨nen in Tim13 aufzuzeigen, wurde endogenes
und rekombinantes Tim13 mit verschiedenen Trypsinkonzentrationen behandelt.
Fu¨r ein Experiment mit endogenem Tim13 wurden 5 µl (50 µg) Mitochondrien
1:10 verdu¨nnt, um folgende Endkonzentrationen zu erhalten: 2 mM DTT, 20 mM
Hepes/KOH pH 7,4. Die Mitochondrien wurden fu¨r 30 min auf Eis belassen und
anschließend 10 min bei 35000 g (+4oC) zentrifugiert, um die Mitoplasten ab-
zutrennen. Der U¨berstand wurde mit dem obigen Puffer 1:6 verdu¨nnt, auf die
angegebenen Trypsinkonzentrationen eingestellt und 20 min auf Eis inkubiert.
Die Proteine wurden dann mit TCA gefa¨llt und mittels Gelelektrophorese aufge-
trennt.
Zur Proteasebehandlung von MBP-Tim13 oder MBP-Tim13(C57,61,73,77S)
wurden 0,2 µg des Proteins in 20 µl 10 mM EDTA, 5 mM β-Mercaptoethanol,
2 mM o-Phe (optional), 0,5 mM TPEN (optional), 20 mM Hepes/KOH pH 7,4 und
den angegebenen Trypsinkonzentrationen 20 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 5 µg STI gestoppt. Die Proteine wurden in Laemmli-
Puffer aufgenommen und durch Gelelektrophorese aufgetrennt.
2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefe
Die Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen erfolgte nach der von Daum
beschriebenen Methode [34]. Durch Zentrifugation fu¨r 5 min bei 2800 g (RT)
wurden die Zellen geerntet. Anschließend wurden sie in H2O gewaschen, in 2 ml
pro g Feuchtgewicht 100 mM Tris, 10 mM DTT resuspendiert und fu¨r 10 min
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bei 30oC in einem Erlenmeyerkolben geschu¨ttelt. Danach wurde die Suspension
erneut zentrifugiert (5 min, 2000 g, +4oC), die Zellen wurden in 1,2 M Sorbitol
gewaschen und pro g Feuchtgewicht in 6,7 ml 1,2 M Sorbitol, 0,45 mg/ml Zy-
molyase, 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 resuspendiert. Zum Verdau der
Zellwand wurde die Suspension 40–55 min bei 30oC in einem Erlenmeyerkolben
geschu¨ttelt. Die Spha¨roplasten wurden fu¨r 5 min bei 1100 g (+4oC) geerntet und
pro g Feuchtgewicht in 6,7 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol,
1 mM EDTA, 0,2% BSA, 1 mM PMSF, 10 mM Tris/HCl pH 7,4) resuspendiert.
Die Suspension wurde in einen Glashomogenisator gegeben und die Zellen wurden
durch 10 Sto¨ße aufgebrochen. Der Zellaufschluss wurde nochmal mit 6,7 ml Ho-
mogenisierungspuffer pro g Feuchtgewicht versetzt und dann fu¨r 5 min bei 2000 g
(+4oC) zentrifugiert, um noch intakte Zellen, Zellkerne und Membranen abzutren-
nen. Dieser Schritt wurde wiederholt, bevor die Suspension fu¨r 12 min bei 17000 g
(+4oC) zentrifugiert wurde, um die Mitochondrien abzutrennen. Das Pra¨zipitat
wurde in 10 ml SEH (0,6 M Sorbitol, 1 mM EDTA, 80 mM Hepes/KOH pH 7,4)
resuspendiert und fu¨r 5 min bei 2000 g zentrifugiert. Die Mitochondrien wur-
den durch erneute Zentrifugation des U¨berstands fu¨r 12 min bei 17000 g (+4oC)
pra¨zipitiert und in 0,5–1,5 ml SEH aufgenommen. Von dieser Suspension wur-
de eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefu¨hrt. Anschließend wurde mit
SEH eingestellt, um eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml zu erhalten. Die
Mitochondrien wurden aliquotiert, in flu¨ssigem N2 weggefroren und bei -80
oC
aufbewahrt.
2.4.2 Import von Proteinen in Mitochondrien
Importexperimente von Proteinen in Mitochondrien wurden in folgendem Puffer
durchgefu¨hrt: 3% BSA, 0,5 M Sorbitol, 80 mM Kaliumchlorid, 10 mM Magnesium-
acetat, 2 mM Kaliumphosphat, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM Manganchlorid, 50 mM
Hepes/KOH pH 7,4. Bei Experimenten mit Tim13 wurde ein Importpuffer oh-
ne Magnesiumacetat, EDTA und Manganchlorid verwendet. Alle Importreaktio-
nen wurden in Anwesenheit von 2 mM ATP und NADH durchgefu¨hrt. Fu¨r eine
typische Importreaktion wurden 25–75 µg Mitochondrien mit 0,5–1,5 µl Retiku-
lozytenlysat bei 25oC fu¨r 10–30 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch 1:10-
Verdu¨nnung in kaltem SH-Puffer (0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes/KOH pH 7,4)
gestoppt. Zum O¨ffnen der a¨ußeren Mitochondrienmembran durch hypotonisches
Schwellen wurde der Reaktionsansatz in 20 mM Hepes/KOH pH 7,4 1:10 verdu¨nnt
und fu¨r 30 min auf Eis inkubiert. Um zuga¨ngliche Proteine zu verdauen, wurde
die Protease PK oder Trypsin in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt.
Der Verdau wurde 20–30 min durchgefu¨hrt und mit Zugabe von PMSF bzw.
STI gestoppt. Die Mitochondrien wurden dann durch Zentrifugation fu¨r 10 min
bei 25000 g (+4oC) pra¨zipitiert. Der U¨berstand wurde verworfen, die Mitochon-
drien in SH/KCl (0,6 M Sorbitol, 80 mM Kaliumchlorid, 20 mM Hepes/KOH
pH 7,4) resuspendiert und erneut pra¨zipitiert. Die Mitochondrien wurden dann in
2.4. ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 25
Laemmli-Puffer aufgenommen und die Proteine mittels Gelelekrophorese getrennt.
Zur Auftrennung der Apo- und Holo-Form von Yah1 wurden die Mitochon-
drien nicht in Laemmli-Puffer sondern in 0,5% TX100, 10% Glycerol, 5 mM DTT,
0,02% Bromphenolblau, 60 mM Tris/HCl pH 6,8 aufgenommen und fu¨r 10 min
bei +4oC geschu¨ttelt. Die Probe wurde 20 min bei 100000 g (+4oC) zentrifugiert.
Die Proteine im U¨berstand wurden dann elektrophoretisch aufgetrennt.
Fu¨r den Import von rekombinant gewonnenem Yah1 oder pSu9(1-69)-DHFR
in isolierte Mitochondrien wurde ein ATP-regenerierendes System angewandt. Da-
zu wurden der Importansatz auf 2,5 mM Malat, 2,5 mM Succinat, 5 mM CP und
35 U/ml CK eingestellt und vor der Importreaktion 5 min bei 25oC inkubiert. Um
rekombinantes Tim13 zu importieren, wurde gereinigtes MBP-Tim13 mit Faktor
Xa geschnitten (nach Angaben des Herstellers) und gegen 6 M Guanidiniumchlo-
rid, 10 mM EDTA, 10 mM β-Mercaptoethanol, 20 mM Phosphat pH 6,5 dialysiert.
Das so denaturierte Protein wurde fu¨r die Importreaktion eingesetzt.
Um Mitochondrien in ATP zu depletieren, wurden die Mitochondrien vor Zu-
gabe der Proteine fu¨r 10 min bei 25oC mit 25 U/ml Apyrase inkubiert, anschlie-
ßend 5 min auf Eis gestellt und fu¨r die Importreaktion verwendet.
2.4.3 Bestimmung von Enzymaktivita¨ten
Um Enzymaktivita¨ten zu messen, wurden Ansa¨tze gewa¨hlt, in denen der Sub-
stratumsatz photometrisch bestimmt werden konnte. Zur Bestimmung wurden
Mitochondrien in 0,5% TX100, 50 mM Tris/HCl pH 7,4 resuspendiert und fu¨r
5 min bei +4oC geschu¨ttelt. Von diesem Lysat wurde in den Messungen ein sol-
ches Volumen eingesetzt, um Extinktionsa¨nderungen von 0,015–0,060 pro min
zu erhaltenen. Anhand dieser Extinktionsa¨nderungen wurden mit dem Lambert-
Beerschem Gesetz die Enzymaktivita¨ten berechnet.
2.4.3.1 Bestimmung der LDH-Aktivita¨t
Die LDH-Aktivita¨t wurde durch die Umsetzung von Pyruvat zu Lactat bestimmt.
Bei dieser Reaktion wird NADH zu NAD+ umgesetzt, was photometrisch bei
340 mM bestimmt werden kann. Die Messung wurde bei 25oC in einem Volumen
von 1000 µl und folgenden Endkonzentrationen durchgefu¨hrt: 0,33 mM Pyruvat,
0,17 mM NADH, 100 mM TRAP pH 7,6. Der Extinktionskoeffizient von NADH
bei 340 nm betra¨gt 6220 M−1 · cm−1.
2.4.3.2 Bestimmung der MDH-Aktivita¨t
MDH katalysiert die Reaktion von Malat zu Oxalacetat. Bei der Umsetzung fun-
giert NAD+ als Elektronenakzeptor, wodurch NADH entsteht. Das NADH kann
photometrisch bei 340 nm bestimmt werden [29]. Die Messung wurde bei 30oC
in einem Volumen von 1000 µl und folgenden Endkonzentrationen durchgefu¨hrt:
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85 mM Malat, 2,44 mM NAD+, Glycin/NaOH pH 10,0. Der Extinktionskoeffizient
von NADH bei 340 nm betra¨gt 6220 M−1 · cm−1.
2.4.3.3 Bestimmung der SDH-Aktivita¨t
SDH katalysiert die Umsetzung von Succinat zu Fumarat. Die dabei freiwerdenden
Elektronen werden in vivo auf FAD u¨bertragen. In einem in vitro-System ko¨nnen
die Elektronen auch u¨ber PMS auf den Farbstoff DCPIP u¨bertragen werden. Da
DCPIP in seiner reduzierten Form nicht mehr absorbiert, kann so die Extink-
tionsa¨nderung pro Zeiteinheit bestimmt werden [96]. Die Messung wurde bei 23oC
in einem Volumen von 1000 µl und folgenden Endkonzentrationen durchgefu¨hrt:
20 mM Succinat, 70 µM DCPIP, 0,39 mM PMS, 1 mM Natriumcyanid, 0,1 mM
EDTA, 0,1% TX100, Tris/H2SO4 pH 7,4. Der Extinktionskoeffizient von DCPIP
bei 600 nm betra¨gt 21 mM−1 · cm−1.
2.4.3.4 Bestimmung der Aconitase-Aktivita¨t
Aconitase katalysiert die Umsetzung von Aconitat zu Isocitrat, was photome-
trisch bei 240 nm erfasst werden kann. Die Bestimmung wurde bei 24oC in einem
Volumen von 500 µl und folgenden Endkonzentrationen durchgefu¨hrt: 2 mM cis-
Aconitat, 100 mM Natriumchlorid, 20 mM Tris/HCl pH 7,4. Der Extinktionsko-
effizient von Aconitat bei 240 nm betra¨gt 4,88 mM−1 · cm−1.
2.5 Immunologische Methoden
2.5.1 Herstellung spezifischer Antiseren in Kaninchen
Zur Herstellung von Antiserum wurde ein Kaninchen mit rekombinant gewonne-
nem Protein immunisiert. Aus dem Kaninchenblut wurde dann das Serum gewon-
nen. Fu¨r die Erstinjektion wurden 200 µg Protein in einem Volumen von 250 µl 1:1
mit TiterMax versetzt und 3 min auf dem Vortex gemischt. Die Emulsion wurde
in 3 Portionen subkutan in den Nackenbereich des Kaninchens injiziert. Weitere
Injektionen folgten im Abstand von 4 Wochen, wobei an Stelle von TiterMax
Freundsches Adjuvans verwendet wurde. 10–12 Tage nach jeder Injektion, außer
der Erstinjektion, wurde dem Kaninchen 10–30 ml Blut aus der Ohrvene entnom-
men. Nach der Gerinnung des Blutes bei RT wurde das Serum durch zweimalige
Zentrifugation gewonnen (5 min bei 3000 g, dann 15 min bei 20000 g). Anschlie-
ßend wurde der U¨berstand 20 min auf 56oC erhitzt, bei -20oC weggefroren und
gelagert.
2.5.2 Verwendete Antiko¨rper
Alle gegen Proteine von S. cerevisiae verwendeten Antiko¨rper wurden durch Im-
munisierung von Kaninchen gewonnen. Der His6-Antiko¨rper wurde bezogen. In
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Antiko¨rper Beschreibung
αHis6 gegen Hexahistidinrest
αJac1 gegen GST-Jac1 (AS 120–184)
αNfs1 gegen Nfs1-His6(AS 34–497)
αSsq1 gegen GST-Ssq1 (AS 548–657)
αTim13 [87] gegen CSRIQNASASGEI (C-Terminus AS 94–105),
gekoppelt an Ovalbumin
αYah1 gegen Yah1-His6
Tabelle 2.3 Verwendete Antiko¨rper
Tabelle 2.3 sind alle in der Arbeit verwendeten Antiko¨rper mit Beschreibung
aufgefu¨hrt. Die polyklonalen Seren wurden fu¨r Westernblot-Analysen und Im-
munfa¨llungen eingesetzt.
2.5.3 Reinigung von Antiko¨rpern
Um eine hohe Spezifita¨t in immunologischen Experimenten zu erhalten, wurden
Antiko¨rper mittels Affinita¨tschromatographie aus Serum aufgereinigt. Zuerst wur-
de das Antigen an CNBr-aktivierte Sepharose gebunden. Zur Aktivierung des
Sa¨ulenmaterials wurden 0,24 g Sepharose in 10 ml 1 mM HCl suspendiert, fu¨r
10 min bei RT getaumelt und 3x in je 10 ml 1 mM HCl gewaschen. 1,5 mg des
gereinigten Proteins in einem Volumen von 3 ml wurden bei folgenden Endkon-
zentrationen mit dem aktivierten Sa¨ulenmaterial versetzt: 0,25% SDS, 500 mM
Natriumchlorid, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 100 mM Natriumhydrogencarbonat
pH 8,3. Die Suspension wurde fu¨r 1,5 h bei RT getaumelt und das Sa¨ulenmaterial
wurde 3x mit je 3 ml 500 mM Natriumchlorid, 100 mM Natriumhydrogencar-
bonat pH 8,3 gewaschen. Anschließend wurde die Sepharose in 5 ml 100 mM
Tris/HCl pH 8,0 resuspendiert, fu¨r 2 h bei RT belassen und auf eine Sa¨ule mit
Fritte gegeben. Die Sa¨ule wurde mit je 5 ml 500 mM Natriumchlorid, 100 mM
Natriumacetat pH 4,0 und 500 mM Natriumchlorid, 100 mM Tris/HCl pH 8,0
gewaschen (mit einer Laufgeschwindigkeit von 3 ml/min). Dieser Vorgang wurde
insgesamt 3x durchgefu¨hrt, bevor die Sa¨ule dann mit 5 ml 10 mM Natriumazid,
100 mM Tris/HCl pH 8,0 gewaschen und gelagert (bei +4oC) wurde.
Um die Antiko¨rper an die Sepharose zu binden, wurde die Sa¨ule mit je 10 ml
der folgenden Puffer gewaschen: 10 mM Tris/HCl pH 7,5; 100 mM Glycin/HCl
pH 2,5; 10 mM Tris/HCl pH 8,8; 100 mM Natriumphosphat pH 11,5; 10 mM
Tris/HCl pH 7,5. Zu 4 ml Serum wurden 16 ml 10 mM Tris/HCl pH 7,5 gegeben
und die Lo¨sung wurde auf folgende Konzentrationen eingestellt: 1 mM PMSF,
1 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0,5 mM o-Phe, 1 µg/ml Leupeptin. Das Serum
wurde 3x mit einer Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min u¨ber die Sa¨ule gegeben
und dann mit 20 ml Tris/HCl pH 7,5 und 20 ml 500 mM Natriumchlorid, 10 mM
Tris pH 7,5 gewaschen.
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Die Elution wurde in 1 ml-Schritten mit folgenden Puffern durchgefu¨hrt: 10 ml
Citrat pH 4,0; 10 ml 100 mM Glycin/HCl pH 2,5; 10 ml 10 mM Tris/HCl pH 8,8
(wurde verworfen); 10 ml Natriumphosphat pH 11,5; 10 ml 10 mM Tris/HCl
pH 7,5 (wurde verworfen). Die Fraktionen wurden mit 1 M Tris bzw. 1 M Gly-
cin pH 2,2 neutralisiert, bei -20oC weggefroren und gelagert. Die Anwesenheit
von Antiko¨rpern in den einzelnen Fraktionen wurde durch Gelelektrophorese und
anschließender Coomassieblau-Fa¨rbung kontrolliert.
2.5.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitro-
zellulose-Membranen (Westernblot)
Um nach dem elektrophoretischen Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellu-
lose-Membran unspezifische Bindungsstellen abzusa¨ttigen, wurde die Membran
fu¨r mindestens 30 min in einer Proteinlo¨sung (3% Milchpulver oder BSA in TBS)
geschwenkt. Anschließend folgte die Immundekoration mit Antiserum oder gerei-
nigtem Antiko¨rper (in 3% Milchpulver oder BSA in TBS) fu¨r mindestens 1,5 h
bei RT oder u¨ber Nacht. Antiseren wurden in Verdu¨nnungen von 1:500 bis 1:5000
und affinita¨tsgereinigte Antiko¨rper in Verdu¨nnungen von 1:150 bis 1:600 einge-
setzt. Die erste Dekoration wurde bei +4oC durchgefu¨hrt. Danach wurde die
Nitrozellulose gewaschen (2x 5 min in TBS, 1x 5 min in TBS, 0,05% TX100)
und fu¨r 30–60 min mit einem Antiko¨rperkonjugat von IgG gegen Kaninchen und
Meerrettich-Peroxidase inkubiert (1:20000 in 3% Milchpulver oder BSA in TBS).
Die Membran wurde erneut gewaschen (2x 5 min in TBS, 1x 5 min in TBS,
0,05% TX100) und fu¨r 2 min mit Luminol-Reagenz (1,1 mM Luminol, 0,2 mM
Cumarinsa¨ure, 0,25 mM H2O2, 100 mM Tris/HCl pH 8,5) durchtra¨nkt. Anschlie-
ßend wurde die Nitrozellulose zwischen zwei Folien gelegt und 1 s bis 10 min auf
Ro¨ntgenfilmen exponiert.
2.5.5 Immunpra¨zipitations-Experimente
Um Interaktionen mitochondrialer Proteine nachzuweisen, wurden typischerweise
50 µg Mitochondrien in Lysepuffer (0,1% TX100, 150 mM Natriumchlorid, 1 mM
PMSF, 10 mM Tris/HCl pH 7,4; optional: 1 mM ATP oder 5 U/ml Apyrase,
10 mM EDTA) resuspendiert und fu¨r 15 min bei +4oC getaumelt. Das Lysat
wurde fu¨r 30 min bei 47000 g (+4oC) zentrifugiert und der U¨berstand wurde fu¨r
die Immunpra¨zipitations-Experimente eingesetzt.
Fu¨r die Immunfa¨llung wurden 40 µl 50%ige PA-Sepharose (in 10 mM Tris/
HCl pH 7,4 gewaschen) in 100 µl Lysepuffer gegeben und mit 5–10 µl Serum oder
20–40 µl gereinigte Antiko¨rper versetzt. Die Suspension wurde fu¨r 1 h bei +4oC
getaumelt. Die PA-Sepharose wurde dann in Lysepuffer gewaschen.
Das oben gewonnene Lysat wurde mit der antiko¨rperbeladenen PA-Sepharose
versetzt und 30 min bei +4oC getaumelt. Die PA-Sepharose wurde 3x in Lysepuffer
gewaschen, bevor die Proteine durch Zugabe von 30 µl Laemmli-Puffer und kurzes
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Aufkochen abgelo¨st wurden.
2.6 Puffer und Medien
Lactat-Medium: 3 g/l Hefeextrakt, 1 g/l Galactose, 1 g/l Kaliumphosphat
1 g/l Ammoniumchlorid, 0,5 g/l Calciumchlorid
0,5 g Natriumchlorid, 0,6 g/l Magnesiumsulfat, 0,3 ml/l
Eisen(III)chlorid (1%), 2% Lactat, pH 5,5 mit KOH
Laemmli-Puffer: 2% SDS, 5% β-Mercaptoethanol, 10% Glycerol,
0,02% Bromphenolblau, 60 mM Tris/HCl pH 6,8
LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
10 g/l Natriumchlorid
LBAmp-Medium: LB-Medium mit 100 µg/ml Amp
LBAmp/Cam-Medium: LBAmp-Medium mit 34 µg/ml Cam
LB-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
10 g/l Natriumchlorid, 1,5% Agar
LBAmp-Platten: LB-Platten mit 100 µg/ml Amp
LBAmp/Cam-Platten: LBAmp-Platten mit 34 µg/ml Cam
PBS: 16 mM Natriumhydrogenphosphat, 4 mM Kalium-
dihydrogenphosphat, 115 mM Natriumchlorid
SEH: 0,6 M Sorbitol, 1 mM EDTA, 80 mM Hepes/KOH pH 7,4
SOB-Medium: 20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
0,58 g/l Natriumchlorid, 0,19 g/l Kaliumchlorid
SOC-Medium: SOB-Medium auf 20 mM Glucose,
10 mM Magnesiumchlorid
TBS-Puffer: 150 mM Natriumchlorid, 10 mM Tris/HCl pH 7,5
TE-Puffer: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl pH 8,0
YP-Medium: 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton, pH 5,5 mit HCl
YPD-Platten: 2% Hefeextrakt, 4% Bacto-Pepton, 2% Glucose
2% Agar, pH 5,5 mit HCl
YPGal-Medium: YP-Medium mit 2% Galactose
2.7 Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Amersham Pharmacia,
Amersham, Großbritannien: m7G(5’)ppp(5’)G, PA-Sepharose,
CNBr-aktivierte Sepharose
Behring-Werke, Marburg: Freunds inkomplettes Adjuvans
Bio-Rad, Hercules, USA: Bio-Rad-Proteinassay, Anti-Kaninchen-IgG-
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase
CyrRX, Norcross, USA: TiterMax
Difco, Detroit, USA: Bacto-Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton,
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Hefeextrakt
Finnzyme, Espoo,
Finnland: Taq-DNS-Polymerase mit Puffer (DyNAzyme II,
aus Thermus brockianus, rekombinant)
Genomed,
Bad Oeynhausen: Jetstar-Kit
ICN, Costa Mesa, USA: 35S-Methionin und 35S-Cystein
Invitrogen, Karlsruhe: E. coli DH5α, pCR-TOPO




labs, Beverly, USA: Restriktionsenzyme mit Puffer, T4-Ligase
Novagen, Madison, USA: E. coliBL21(DE3) und BL21(DE3)pLysS
Promega, Madison, USA: Pfu-DNS-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus),
SP6-RNS-Polymerase, SP6- und T7-Primer,
RNasin (Ribonuclease Inhibitor)
pGEM-Vektoren, Retikulozytenlysat
Qiagen, Hilden: Kit QIAquick, Ni-NTA-Agarose
Roche Diagnostics,




Tokyo, Japan: Zymolyase 20T










fu¨r biochemische Zwecke“ nach der Spezifikation von Merck,
Darmstadt bezogen.
2.8 Gera¨te
Bio-Rad, Hercules, USA: Elektroporationsgera¨t Gene Pulser
Elma, Singen: Ultraschallbad Transsonic 310
Hewlett-Packard,
Palo Alto, USA: Scanner ScanJet 4c
Kontron Instruments,
Watford, Großbritannien: Spektrophotometer Uvikon 930
MWG Biotech, Ebersberg: PCR-Maschine Primus
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raytest, Straubenhardt: Quantifizierungsprogramm TINA 2.09 g
Vacuumbrand, Wertheim: Vakuumpumpe PC 2001 Vario
Varian, Palo Alto, USA: ICP-AE-Spektrometer VARIAN-VISTA
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Import von Tim13
Bisher ist kaum verstanden, wie Intermembranraumproteine ohne N-terminale
Signalsequenz u¨ber die mitochondriale Außenmembran gelangen. Es ist nicht be-
kannt, ob der TOM-Komplex fu¨r den Import dieser Proteine notwendig ist. Au-
ßerdem sind die energetischen Voraussetzungen fu¨r den Translokationsprozess un-
klar. Wird fu¨r den Prozess Energie in Form von ATP verbraucht? Gibt es fu¨r diese
Gruppe von Intermembranraumproteinen einen Rezeptor auf der trans-Seite, der
die ankommende Polypeptidkette bindet? In dieser Arbeit wurde der Import des
Tim13 in S. cerevisiae untersucht, einem kleinen lo¨slichen Protein im Intermem-
branraum von Mitochondrien.
3.1.1 Tim13 wird u¨ber den TOM-Komplex importiert
Eine wichtige Grundlage zur Untersuchung der Proteintranslokation in Mitochon-
drien sind in vitro-Importexperimente. Typischerweise werden dabei 35S-markier-
te Proteine in einem isoosmotischen Puffer mit isolierten Mitochondrien inku-
biert. Importierte Proteine sind gegen externe Protease resistent und ko¨nnen
durch Reisolierung der Mitochondrien, anschließender SDS-Gelelektrophorese und
Autoradiographie detektiert werden. Um die Translokation von Tim13 in den
Intermembranraum zu untersuchen, wurde ein solches in vitro-Importexperiment
durchgefu¨hrt. Dazu wurde radioaktiv markiertes Tim13 durch in vitro-Translation
in Retikulozytenlysat in Gegenwart von 35S-Methionin synthetisiert. Das so er-
haltene Protein wurde fu¨r 15 min mit isolierten Mitochondrien aus Ba¨ckerhefe
inkubiert. Ein Teil der Probe wurde mit der Protease Proteinase K (PK) behan-
delt, ein anderer Teil blieb unbehandelt. Wie Abbildung 3.1a zeigt, wurde nach
Trennung der Proteine durch Gelelektrophorese ein proteaseresistentes Signal von
Tim13 erhalten, das 15% des im Versuch eingesetzten Proteins ausmachte. Nach
O¨ffnen der Außenmembran durch hypoosmotische Schwellung wurde das Pro-
tein proteasezuga¨nglich und vollsta¨ndig abgebaut. Um sicherzustellen, dass sich
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durch die Schwellung spezifisch die Außenmembran o¨ffnete, die Innenmembran
aber intakt blieb, wurde ein Westernblot mit Antiko¨rpern gegen Tim13 und Yah1
durchgefu¨hrt. Tim13 ist im Intermembranraum und Yah1 in der Matrix lokalisiert
[87, 8]. Durch die Schwellung wurde endogenes Tim13 vollsta¨ndig abgebaut, Yah1
in der Matrix blieb dagegen proteaseresistent. Demnach reflektierte das protease-
geschu¨tzte Signal von 35S-markiertem Tim13 den in vitro-Import des Proteins in
den Intermembranraum isolierter Mitochondrien.
Wie die meisten Proteine des Intermembranraums besitzt Tim13 keine ab-
spaltbare Pra¨sequenz. Um zu testen, ob Tim13 auf einem gemeinsamen Weg
mit Pra¨proteinen mit typischen mitochondrialen Pra¨sequenzen u¨ber die Außen-
membran transportiert wird, wurde ein Kompetitionsexperiment mit pSu9-DHFR
durchgefu¨hrt. pSu9-DHFR ist ein Konstrukt aus den ersten 69 N-terminalen
Aminosa¨ureresten der Untereinheit 9 der ATP-Synthase aus N. crassa und De-
hydrofolat-Reduktase (DHFR) der Maus. Dieses Konstrukt wird u¨ber den TOM-
und TIM23-Komplex in die Matrix von Mitochondrien importiert [93]. Falls Tim13
u¨ber den TOM-Komplex importiert wu¨rde, sollte bei gleichzeitigem Import von
pSu9-DHFR ein Wettbewerb um Translokationskomponenten stattfinden. Aus
diesem Grund wurde 35S-markiertes Tim13 in Gegenwart verschiedener Mengen
pSu9-DHFR mit Mitochondrien inkubiert (s. Abbildung 3.1b). Steigende Mengen
von pSu9-DHFR im Reaktionsansatz fu¨hrten zu verminderten Importraten von
Tim13. Die Zugabe von pSu9-DHFR verringerte die Importeffizienz von Oxa1 glei-
chermaßen wie die von Tim13. Oxa1 ist ein Protein mit typischer N-terminaler
Pra¨sequenz [42]. Tim13 und pSu9-DHFR besitzen demnach einen zumindest teil-
weise identischen Importweg und werden beide durch den TOM-Komplex u¨ber
die Außenmembran transferiert.
3.1.2 Import von Tim13 ist unabha¨ngig von ATP
Der Import von Vorstufenproteinen in die Matrix ist an die Anwesenheit von
ATP gebunden. ATP wird von Ssc1 beno¨tigt, das in die Matrix ankommende
Polypeptidketten bindet. Bisher ist nicht bekannt, ob es fu¨r Tim13 oder andere
Proteine des Intermembranraums Importfaktoren gibt, die ATP beno¨tigen. Ab-
bildung 3.1c zeigt den Import von pSu9-DHFR in Mitoplasten im Vergleich zu
Tim13 in Mitochondrien. Die Reaktionen wurden in Gegenwart von ATP, Apyra-
se oder Valinomycin durchgefu¨hrt. Apyrase ist ein Enzym, das ATP hydrolysiert.
Die Inkubation mit Apyrase fu¨hrt zur Depletion von Nukleotidtriphosphaten in
Mitoplasten bzw. Mitochondrien und im Reaktionsansatz. Valinomycin transpor-
tiert selektiv K+-Ionen durch Membranen und zersto¨rt dadurch das mitochondria-
le Membranpotential. Nach der Apyrasebehandlung war die Importeffizienz von
pSu9-DHFR auf unter 20% der Kontrolle mit ATP reduziert. Ohne Membranpo-
tential fand u¨berhaupt kein Import von pSu9-DHFR statt. pSu9-DHFR zeigte mit
diesem Versuchsaufbau das typische Verhalten eines Matrix-Vorstufenproteins. Im
Gegensatz dazu war der Import von Tim13 weder an die Anwesenheit von ATP
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Abbildung 3.1 Tim13 wird u¨ber den TOM-Komplex importiert. Die Translokation
ist unabha¨ngig von ATP, Membranpotential und der Anwesenheit des Tim8/13-Komplexes.
(a) 35S-markiertes Tim13 wurde fu¨r 15 min mit isolierten Mitochondrien (50 µg/Reaktion)
inkubiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert und in isoosmotischen Puffer ohne bzw. mit
PK (Bahn 2 bzw. 3) oder in hypoosmotischen Puffer mit PK (Bahn 4) aufgenommen. Der
Proteaseverdau wurde fu¨r 30 min auf Eis durchgefu¨hrt. Mitochondriale Proteine wurden
mittels SDS-Gelelektrophorese und Autoradiographie analysiert. (b) 35S-markiertes Tim13
und Oxa1 wurden mit den angegebenen Mengen rekombinant gewonnenem pSu9-DHFR
gemischt und fu¨r 10 min mit Mitochondrien inkubiert. Die Mitochondrien wurden mit PK
behandelt. Die Proteine wurden durch Autoradiographie (Tim13 und Oxa1) oder
Westernblot (Su9-DHFR) analysiert. (M) – maturiertes Protein, (V) – Vorstufenprotein.
(c) Mitoplasten (Su9-DHFR) oder Mitochondrien (Tim13) wurden in Gegenwart von
entweder 2 mM ATP, 25 mU Apyrase/µl oder 5 µM Valinomycin (ATP +, Apyrase +
oder Valinomycin +) fu¨r 10 min bei 25oC inkubiert. Danach wurden pSu9-DHFR bzw.
Tim13 wie unter (b) importiert und analysiert. (d) Tim13 wurde wie unter (b) in
Mitochondrien aus dem ∆tim8/∆tim13 - oder Wildtyp-Stamm importiert und analysiert.
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noch an die des Membranpotentials gebunden.
Wenn der Import von Tim13 weder ATP noch Membranpotential beno¨tigt,
was ist dann die treibende Kraft, die zur Translokation des Proteins fu¨hrt? Der
Import von Apo-Cytochrom c in den mitochondrialen Intermembranraum ist an
die Anwesenheit von CCHL geknu¨pft. CCHL fungiert als Rezeptor der trans-Seite.
Es bindet Apo-Cytochrom c und verhindert so ein Zuru¨ckgleiten des Proteins [76].
Endogenes Tim13 ist zusammen mit Tim8 in einem lo¨slichen, heterooligomeren
Komplex gebunden, dem Tim8/13-Komplex [56, 87]. Dieser Komplex, oder auch
eine nicht vollsta¨ndig assemblierte Form davon, ko¨nnte fu¨r Tim13 als Rezeptor
der trans-Seite dienen. Aus diesem Grund wurde Tim13 in Wildtyp-Mitochondrien
und Mitochondrien aus einem ∆tim8/∆tim13 -Stamm importiert. Wie Abbildung
3.1d zeigt, waren die Importraten fu¨r beide Mitochondrien gleich. Die Transloka-
tion von Tim13 ist also nicht an die Anwesenheit des Tim8/13-Komplexes gebun-
den.
3.1.3 Das Cysteinmotiv von Tim13 ist fu¨r den Import es-
sentiell
Wenn der Tim13-Import von ATP und dem Membranpotential unabha¨ngig ist
und außerdem keine Komponente bekannt ist, die als Rezeptor der trans-Seite
fungiert, was ist dann die zur Translokation notwendige Kraft? Mo¨glicherweise
treibt die Faltung auf der Intermembranraumseite den Import von Tim13 an oder
verhindert zumindest ein Zuru¨ckgleiten des Proteins. Ein solcher Prozess sollte
von den Thiolresten des Cysteinmotivs in Tim13 (CX3CX11CX3C) abha¨ngig sein.
In vorigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass dieses CX3CXnCX3C-Motiv (mit
n=9-16) in allen kleinen Tim-Proteinen vorkommt und Metallionen binden oder
Disulfidbru¨cken bilden kann [110, 1, 18, 19]. Die Faltung von Proteinen wird oft
durch Bindung von Metallen oder Disulfidbru¨cken stabilisiert [16]. Um zu pru¨fen,
ob fu¨r die Translokation von Tim13 reduzierte Thiolgruppen notwendig sind, wur-
de ein Importexperiment durchgefu¨hrt, bei dem zuvor die Cysteine von Tim13 mit
N-Ethylmaleimid (NEM) modifiziert wurden. Wie in Abbildung 3.2a gezeigt, blieb
der Import des Kontrollproteins pSu9-DHFR von der Modifikation durch NEM
unbeeinflusst. Die Maskierung der Cysteine von Tim13 fu¨hrte jedoch zu einer Re-
duktion der importierten Spezies auf nur noch ca. 20% des Kontrollwerts ohne
NEM.
Um einen mo¨glichen durch NEM verursachten Sekunda¨reffekt auszuschließen,
wurden Cystein-zu-Serin-Punktmutationen in Tim13 eingefu¨hrt. Insgesamt wur-
den fu¨nf verschiedene Konstrukte mit folgenden Mutationen kloniert:
C57,61,73,77S (Tim13SSSS), C57,61S (Tim13SSCC), C73,77S (Tim13CCSS),
C57S (Tim13SCCC), C73S (Tim13SSCS).
Abbildung 3.2b zeigt Importreaktionen von Tim13 und den Tim13-Mutanten. Die
Inkubation von Wildtyp-Tim13 mit Mitochondrien fu¨hrte zu einem typischen pro-
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Abbildung 3.2 Das Cysteinmotiv von Tim13 ist fu¨r den Import notwendig. Tim13
ist in vivo vollsta¨ndig reduziert. (a) 35S-markiertes pSu9-DHFR und Tim13 wurden fu¨r
30 min in Gegenwart von DTT und/oder NEM auf Eis inkubiert. U¨berschu¨ssiges NEM
wurde mit DTT gequencht. Anschließend wurde eine Importreaktion fu¨r 10 min bei 25oC
durchgefu¨hrt (50 µg Mitochondrien/Reaktion). Die Mitochondrien wurden fu¨r 30 min mit
PK behandelt und reisoliert. Die Proteine wurden mit SDS-Gelelektrophorese und
anschließender Autoradiographie analysiert. (b) Verschiedene Tim13-Konstrukte mit
Cys-zu-Ser-Punktmutationen wurden wie unter (a) in Mitochondrien importiert. Es wurde
entweder keine Behandlung mit Protease (PK -), Behandlung mit PK (PK +) in
isoosmotischem oder hypoosmotischem Puffer (PK +, Schwellung +) durchgefu¨hrt.
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Abbildung 3.3 Tim13 ist in vivo vollsta¨ndig reduziert. MBP-Tim13 bindet Zn2+.
(a) Isolierte Spha¨roplasten wurden in einem Puffer ohne oder mit AMS resuspendiert und
nach kurzer Beschallung fu¨r 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. In einem weiteren Ansatz
wurde die Reaktion unter einer Stickstoffatmospha¨re durchgefu¨hrt (N2 +).
(b) Wildtyp-Tim13 und Tim13SSSS wurden als MBP-Fusionsproteine in E. coli exprimiert
(mit 100 µM Zn2+ im Medium). Die Zellen wurden in Gegenwart von 200 µM Zinkacetat
(Zn2+ +) oder ohne Zusatz von Zinkacetat (Zn2+ -) aufgeschlossen. Die Proteine wurden
u¨ber eine Amylosesa¨ule gereinigt. Die Menge der gebundenen Zinkionen wurde mittels
Atomemissionsspektroskopie ermittelt.
teaseresistenten Signal. Im Gegensatz dazu wurde keines der Konstrukte mit den
eingefu¨hrten Punktmutationen importiert. Schon ein einzelner Cystein-zu-Serin-
Austausch resultierte in einer vollsta¨ndigen Hemmung des Imports von Tim13.
Demnach scheinen alle vier Thiolgruppen des CX3CX11CX3C-Motivs von Tim13
fu¨r dessen Importierbarkeit in den Intermembranraum notwendig zu sein.
3.1.4 Endogenes Tim13 liegt in reduzierter Form vor
Bisher ist unklar, in welchem Oxidationszustand das Cysteinmotiv der kleinen
Tim-Proteine in Mitochondrien vorliegt. Auf der einen Seite ko¨nnen rekombinant
exprimierte kleine Tim-Proteine Zinkionen binden [110, 1]. Fu¨r eine koordina-
tive Bindung von Metallionen mu¨ssen die Cysteine in ihrer reduzierten Form
vorliegen. Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dass die kleinen Tim-Proteine
einer Intermembranraumfraktion oxidiert vorliegen [18, 19]. Eine Faltung von
Tim13 im Intermembranraum ko¨nnte so entweder durch Bindung von Zn2+ oder
durch Disulfidbru¨cken stabilisiert werden. Um den in vivo-Oxidationszustand der
Cysteinreste von Tim13 zu ermitteln, wurden Spha¨roplasten durch Beschallung
geo¨ffnet und mit 4-Acetamido-4’-maleimidylstilben-2,2’-disulfonsa¨ure (AMS) in-
kubiert. Die Maleimidyl-Gruppe von AMS reagiert spezifisch mit den Thiolgrup-
pen der Cysteinseitenketten. AMS ist durch zwei Sulfonsa¨urereste stark nega-
tiv geladen. Dadurch wird die Laufho¨he eines derivatisierten Proteins hin zu
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ho¨herem Molekulargewicht verschoben (ca. 0,5 kDa pro Cysteinrest). Spha¨roplas-
ten wurden verwendet, um eine Oxidation der Tim-Proteine wa¨hrend der Isolie-
rung von Mitochondrien zu vermeiden. Um auch wa¨hrend des Versuchs ein Oxi-
dation auszuschließen, wurde die Reaktion zusa¨tzlich unter einer Stickstoffatmos-
pha¨re durchgefu¨hrt. Abbildung 3.3a zeigt, dass die Reaktion unter Stickstoff zu
einer vollsta¨ndigen Modifikation des endogenen Tim13 fu¨hrte. Ohne Ausschluss
von Sauerstoff wurden lediglich ca. 30% des eingesetzten Proteins derivatisiert.
Endogenes Tim13 liegt folglich in vollsta¨ndig reduzierter Form vor und bildet kei-
ne Disulfidbru¨cken. Gleichzeitig ist Tim13 aber sensitiv gegenu¨ber Sauerstoff und
wird nach O¨ffnung der Zellen leicht oxidiert.
3.1.5 Rekombinantes Tim13 bindet Zn2+
Um zu pru¨fen, ob Tim13 Zinkionen binden kann, wurde ein Fusionsprotein aus
Tim13 und dem Maltosebindeprotein (MBP) in E. coli exprimiert, gereinigt und
auf die Anwesenheit von Zink gepru¨ft. Zur Kontrolle wurde ein Fusionsprotein
mit Tim13SSSS, in dem alle vier Cysteine zu Serine ausgetauscht worden waren,
exprimiert und aufgereinigt. Zur Expression wurden die E. coli -Kulturen fu¨r drei
Stunden induziert. Anschließend wurden die Zellen geerntet, in einem Puffer mit
oder ohne Zusatz von Zinkacetat lysiert und die Fusionsproteine auf einer Amy-
losesa¨ule gereinigt. Das in den isolierten Fusionsproteinen gebundene Zink wurde
mittels Atomemissionsspektroskopie quantifiziert. War kein Zn2+ im Lysepuffer
vorhanden, enthielt das gereinigte MBP-Tim13 Zink in einem molaren Verha¨ltnis
(Zink/Protein) von ca. 0,25 (s. Abbildung 3.3b). Dieses Verha¨ltnis stieg auf ca.
0,6, wenn Zn2+ im Lysepuffer vorhanden war. Mit MBP-Tim13SSSS konnte kein
Zink nachgewiesen werden. Tim13 ist demnach in der Lage Zinkionen zu binden.
Fu¨r die Bindung von Zn2+ ist das Cysteinmotiv notwendig.
3.1.6 Faltung von Tim13
3.1.6.1 Endogenes Tim13 besitzt eine gefaltete Doma¨ne
Das Cysteinmotiv ist fu¨r den Import von Tim13 essentiell. Vielleicht ist fu¨r die
Translokation von Tim13 eine Faltung des Proteins auf der Intermembranraum-
seite notwendig. Dann sollte endogenes Tim13 in einer gefalteten Konformation
vorliegen. Gefaltete Doma¨nen sind gegenu¨ber Proteasen oft resistent, da die Poly-
peptidketten nur schwer zuga¨nglich sind. Um herauszufinden, ob endogenes Tim13
eine proteaseresistente Doma¨ne besitzt, wurde eine mitochondriale Intermembran-
raumfraktion mit steigenden Mengen an Trypsin versetzt. Nach der Inkubation
wurden die Proteine mit Trichloressigsa¨ure (TCA) gefa¨llt und mittels Gelelektro-
phorese aufgetrennt. Durch Dekoration mit einem fu¨r den C-Terminus von Tim13
spezifischen Antiko¨rper konnten C-terminale Fragmente des Proteins sichtbar ge-
macht werden. Abbildung 3.4b zeigt ein Fragment von ca. 8,0 kDa, das sich bei
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Abbildung 3.4 (a) Die Pfeile zeigen auf Trypsinschnittstellen im Tim13-Moleku¨l.
(b) Endogenes Tim13 besitzt eine proteaseresistente Doma¨ne.
Intermembranraumfraktionen aus Wildtyp-Mitochondrien wurden 20 min auf Eis mit den
angegebenen Konzentrationen an Trypsin behandelt. Die Proteine wurden mit TCA gefa¨llt
und durch SDS-Gelelektrophorese und anschließendem Westernblot analysiert. (c) Tim13
wird wa¨hrend dem Import gefaltet. 35S-markiertes Tim13 wurde entweder direkt oder nach
Inkubation mit Mitochondrien und O¨ffnen der Außenmembran wie unter (b) mit Trypsin
behandelt. Die Analyse der Proteine erfolgt durch Autoradiographie. (d) Die
proteaseresistente Doma¨ne von Tim13 wird durch Metallbindung stabilisiert. MBP-Tim13
bzw. MBP-Tim13SSSS wurden ohne Chelatoren oder mit 10 mM EDTA und 2 mM o-Phe
bzw. 0,5 mM TPEN inkubiert. Anschließend wurden die Proben wie unter (b) mit Trypsin
behandelt und analysiert.
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geringen Proteasekonzentrationen (2–10 µg/ml) bildete. Mit steigenden Trypsin-
konzentrationen wurde auch ein Fragment von ca. 7,5 kDa gebildet. Bei 50 µg/ml
wurde Tim13 vollsta¨ndig in das kleinere Fragment u¨berfu¨hrt.
Die durch den Proteaseverdau gebildeten Fragmente entsprechen vermutlich
C-terminalen Polypeptiden von Tim13, die durch Schnitte des Proteins an Amino-
sa¨urepositionen 31 bzw. 34 entstanden (s. Abbildung 3.4a). N-terminale Frag-
mente konnten nicht detektiert werden, da der Antiko¨rper fu¨r den C-Terminus
spezifisch war. Tim13 besitzt somit eine proteaseunzuga¨ngliche Doma¨ne, die das
konservierte Cysteinmotiv beinhaltet.
3.1.6.2 Tim13 faltet sich wa¨hrend des in vitro-Imports
Proteine u¨berqueren den TOM-Komplex in gestreckter Konformation. Faltet sich
Tim13 wa¨hrend der Importreaktion bzw. beim Erreichen des Intermembranraums?
Um diese Frage zu beantworten wurde der Faltungszustand von 35S-markiertem
Tim13 vor und nach dem Import ermittelt. Dazu wurde Tim13 mit Wildtyp-
Mitochondrien inkubiert. Nach dem Import wurde die Außenmembran durch
hypoosmotische Schwellung geo¨ffnet und die Probe mit Trypsin versetzt. Zum
Vergleich wurde nicht importiertes Tim13 Protease verdaut. Wie Abbildung 3.4c
zeigt, war Tim13 vor dem Import ungefaltet, da die Trypsinbehandlung zum Ab-
bau des Proteins fu¨hrte. Nach dem Import waren die fu¨r die Faltung spezifischen
Fragmente von 7,5 und 8,0 kDa sichtbar. Tim13 erhielt seine gefaltete Konforma-
tion folglich wa¨hrend der in vitro-Importreaktion.
3.1.6.3 Die Faltung von Tim13 ist Zn2+-stabilisiert
Die gefaltete Doma¨ne von Tim13 beinhaltet das Cysteinmotiv, liegt in vivo in
reduzierter Form vor und ist außerdem in der Lage Zinkionen zu binden. Im
folgenden Experiment wurde untersucht, ob die Faltung von Tim13 durch Zn2+
stabilisiert wird (s. Abbildung 3.4d). Tim13 und Tim13SSSS wurden wie in Ab-
schnitt 3.1.5 beschrieben als MBP-Fusionsproteine exprimiert, isoliert und dann
mit den angegebenen Konzentrationen an Trypsin behandelt. Das rekombinante
MBP-Tim13 bildete wie das endogene Tim13 zwei Fragmente von ca. 8,0 und
7,5 kDa, die im Bereich von 2 bis 50 µg/ml Trypsin stabil waren. Mit Tim13SSSS,
in dem alle Cysteine durch Serine ausgetauscht waren, wurden diese Fragmente
nicht erhalten. Das Cysteinmotiv ist also fu¨r die Faltung von Tim13 notwendig.
Rekombinant gewonnenes MBP-Tim13 bindet Zink. Um zu untersuchen, ob
die gebundenen Zinkionen die Proteinfaltung stabilisieren, wurde MBP-Tim13 vor
der Trypsinbehandlung mit den fu¨r Zn2+-spezifischen Chelatoren o-Phenanthrolin
(o-Phe) oder N,N,N’,N’-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylendiamin (TPEN) inku-
biert. Die Inkubation von MBP-Tim13 mit den Chelatoren fu¨hrte zum Verlust der
stabilen Faltung des Proteins. Im Gegensatz zu unbehandeltem Protein, waren die
Fragmente bei einer Konzentration von 50 µg/ml Trypsin nicht mehr stabil und
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Abbildung 3.5 Tim13 kann durch Expression als MBP-Fusionsprotein und
anschließendes Schneiden mit Faktor Xa gewonnen werden. Gesamtzellextrakt vor
Induktion (T), Gesamtzellextrakt nach der Induktion mit IPTG (T/IPTG), MBP-Tim13
nach der Reinigung an einer Amylosesa¨ule (R), Tim13 nach Verdau mit Faktor Xa (R/Xa).
wurden durch die Protease vollsta¨ndig verdaut (s. Abbildung 3.4d). Die Faltung
von Tim13 wird demnach durch Bindung von Zn2+ stabilisiert.
3.1.7 Translokation und Faltung von Tim13
3.1.7.1 Rekombinantes Tim13 ist importkompetent
Die Konzentrationen von in vitro synthetisierten Proteinen in Retikulozytenly-
sat sind sehr niedrig, in der Regel im femtomolaren Bereich. Aus diesem Grund
liegen in typischen in vitro-Importexperimenten die Translokationskomponenten
gegenu¨ber dem Pra¨protein deutlich im U¨berschuss vor. Die Translokationsmaschi-
nerie ist in solchen Fa¨llen nicht gesa¨ttigt. Ein weiterer Nachteil des Systems ist,
dass sich u¨ber die Konformation des generierten Proteins und seine Bindung zu
Faktoren des Translationsystems nur schwer Aussagen machen lassen. So ist nach
einer in vitro-Translation nicht bekannt, ob das synthetisierte Protein mit Cha-
peronen assoziiert vorliegt, in seiner aktiven Konformation ist oder ein Kofaktor
assembliert wurde. Folgend wird ein System beschrieben, das den Import großer
Mengen von Tim13 ermo¨glichte, die durch Westernblotanalyse nachweisbar wa-
ren. Abbildung 3.5 zeigt die Aufreinigung von Tim13 als MBP-Fusionsprotein.
Isoliertes MBP-Tim13 wurde mit der Protease Faktor Xa geschnitten, woraus
Tim13 ohne MBP-Anhang resultierte. Um das so erhaltene Tim13 zu entfalten,
wurde es gegen einen denaturierenden Guanidiniumchloridpuffer dialysiert und
fu¨r Importexperimente eingesetzt. Abbildung 3.6a zeigt ein typisches Importex-
periment. Gereinigtes Tim13 wurde mit Mitochondrien inkubiert. Dabei wurden
Mitochondrien des ∆tim8/∆tim13 -Stamms verwendet, da das endogene Tim13
in Wildtyp-Mitochondrien die Westernblotanalyse sto¨ren wu¨rde. Nicht importier-
tes Material wurde durch Proteaseverdau entfernt. Tim13 wurde anschließend
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Abbildung 3.6 (a) Gereinigtes Tim13 kann importiert und durch
Westernblotanalyse detektiert werden. 1 µg denaturiertes Tim13 wurde fu¨r 20 min bei
25oC mit 50 µg ∆tim8/∆tim13 -Mitochondrien inkubiert. Die Mitochondrien wurden in
isoosmotischem Puffer ohne bzw. mit PK oder in hypoosmotischem Puffer mit PK
verdu¨nnt, fu¨r 30 min auf Eis reinkubiert und dann reisoliert. Die Proteine wurden mittels
SDS-Gelelektrophorese und Westernblot analysiert. (b) Tim13 ist nur in ungefalteten
Zustand importkompetent. 0,1 µg denaturiertes Tim13 (Tim13ungefaltet), natives Tim13
(Tim13gefaltet) bzw. denaturiertes Tim13 mit vier Cys-zu-Ser-Mutationen
(Tim13SSSS/ungefaltet) wurden wie unter (b) inkubiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert
und wie unter (a) in isoosmotischem Puffer mit PK behandelt und analysiert.
mittels Westernblot nachgewiesen. Importiertes Tim13 war gegenu¨ber protease-
geschu¨tzt und wurde nach dem O¨ffnen der Außenmembran zuga¨nglich. Mit diesem
Versuchsaufbau war es mo¨glich etwa 0,1% der eingesetzten Proteinmenge in den
Intermembranraum von Mitochondrien zu importieren.
3.1.7.2 Tim13 ist nur in ungefaltetem Zustand importkompetent
Um die Abha¨ngigkeit des Imports von Tim13 vom Faltungszustand des Proteins
zu untersuchen, wurde Tim13 in ent- und gefaltetem Zustand mit Mitochondrien
inkubiert (s. Abbildung 3.6b). Tim13 wurde nur im denaturierten Zustand im-
portiert. Fu¨r gefaltetes Tim13 wurde kein proteasegeschu¨tztes Signal erhalten.
Demnach muss Tim13 fu¨r die Translokation u¨ber den TOM-Komplex in einem
entfalteten Zustand vorliegen. Im gleichen Experiment wurde auch denaturiertes
Tim13SSSS fu¨r eine Importreaktion eingesetzt, das ebenfalls nicht importiert wur-
de. Diese Beobachtung steht im Einklang mit vorigen Experimenten, in denen
35S-markiertes Tim13SSSS in Retikulozytenlysat ebenfalls nicht importiert wur-
de. Die Cystein-zu-Serin-Mutationen fu¨hren also unabha¨ngig vom verwendeten
Importsystem zu importinkompetentem Tim13.
3.1.7.3 Zn2+ ist fu¨r den Import von Tim13 notwendig
Das Cysteinmotiv von Tim13 ist fu¨r die Translokation des Proteins in den Inter-
membranraum notwendig. Dabei spielt es keine Rolle, ob das Protein durch in
vitro-Translation oder rekombinant gewonnen wurde. Die Cysteine liegen in vivo
in reduzierter Form vor und sind in der Lage Zinkionen zu binden, wodurch die
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Abbildung 3.7 Zn2+ ist fu¨r den Import von Tim13 notwendig. Aufgrund der durch
Zn2+ stabilisierten Faltung kann Tim13 nicht mehr aus dem Intermembranraum austreten.
(a) Mitochondrien wurden fu¨r 50 min auf Eis in Importpuffer (o-Phe -) oder in Puffer mit
10 mM EDTA und 2 mM o-Phe inkubiert (o-Phe +). Die Mitochondrien wurden dann
durch 0,6 M Saccharose, 20 mM Hepes entweder mit 10 mM EDTA (Zn2+ -) oder mit
10 µM Zinkacetat (Zn2+ +) zentrifugiert, resuspendiert und fu¨r den Import verwendet.
Dazu wurde 0,1 µg denaturiertes Tim13 fu¨r 20 min bei 25oC mit 50 µg
∆tim8/∆tim13 -Mitochondrien inkubiert. Die Mitochondrien wurden in isoosmotischem
Puffer mit PK verdu¨nnt, fu¨r 30 min auf Eis inkubiert und dann reisoliert. Die Proteine
wurden dann mittels SDS-Gelelektrophorese und Westernblot analysiert. (b) Tim13 wurde
wie unter (a) mit Mitochondrien inkubiert. Nicht importiertes Tim13 wurden mit Trypsin
verdaut (50 µg/ml, 20 min auf Eis). Die Mitochondrien wurden bei 20oC oder 30oC fu¨r
30 min reinkubiert (ohne oder mit Zusatz von 10 mM EDTA/2 mM o-Phe [o-Phe - oder
o-Phe +]), reisoliert und wie unter (a) mit PK behandelt und analysiert. (c) Import und
Reinkubation (bei 25oC) wurden wie unter (d) durchgefu¨hrt. An Stelle von o-Phe wurden
0 (NEM -), 1 (NEM +) oder 5 mM (NEM ++) NEM zur Reinkubation gegeben.
(d) Import und Reinkubation (bei 25oC) wurden wie unter (d) durchgefu¨hrt. Zusa¨tzlich
wurden 0 (Su9-DHFR -), 5 (Su9-DHFR +) oder 20 (Su9-DHFR ++) µg pSu9-DHFR zur
Reinkubation gegeben.
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Faltung von Tim13 stabilisiert wird. Tim13 ist nur dann importkompetent, wenn
es in gestreckter denaturierter Konformation vorliegt. Nach der Importreaktion ist
Tim13 dagegen gefaltet. Alle diese Beobachtung legen den Schluss nahe, dass die
Faltung auf der Intermembranraumseite fu¨r die Translokationsreaktion notwendig
ist und dieser Prozess mit der Bindung von Zinkionen durch Tim13 einhergeht.
Mitochondrien, aus denen Zinkionen entfernt sind, sollten so nicht mehr in der
Lage sein Tim13 zu importieren. Aus diesem Grund wurden Mitochondrien vor
dem Import mit o-Phe behandelt oder ohne Chelator vorinkubiert. Wie Abbildung
3.7a zeigt, fu¨hrte die Depletion von Zinkionen zu einer Abnahme von importier-
tem Tim13 um ca. 75%. Der Import konnte fast quantitativ wiederhergestellt (ca.
75% des Ausgangswerts), wenn den Mitochondrien nach der Behandlung mit Che-
latoren wieder Zn2+ zugefu¨gt wurde. Der Import von Tim13 ist demnach an die
Anwesenheit von Zinkionen gebunden.
3.1.7.4 Die Faltung von Tim13 ist fu¨r die Translokation notwendig
Warum sind fu¨r den Tim13-Import Zinkionen notwendig? In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass Zinkionen die Faltung von Tim13 stabilisieren. Fu¨hrt die Assem-
blierung des Kofaktors Zn2+ in Tim13 zu einer Faltung im Intermembranraum,
die ein Zuru¨ckgleiten oder Wiederaustreten des Proteins ins Cytosol unmo¨glich
macht, da Proteine den TOM-Komplex in gestreckter Konformation u¨berqueren?
Um diese Frage beantworten, wurde rekombinant gewonnenes Tim13 in Mitochon-
drien importiert (s. Abbildung 3.7b). Nicht importiertes Material wurde durch Be-
handlung mit Trypsin verdaut. Anschließend wurden die Mitochondrien mit oder
ohne o-Phe reinkubiert. Nach erneuter Proteasebehandlung mit PK wurden die
Mitochondrien reisoliert und die Proteine mittels Westernblot gegen Tim13 ana-
lysiert. In Abwesenheit von Chelatoren blieb das Signal von Tim13 wa¨hrend der
Reinkubation stabil. In Anwesenheit des Chelators o-Phe dagegen verschwand das
Tim13-Signal fast vollsta¨ndig. Durch vorige Experimente ist bekannt, dass die Fal-
tung von Tim13 durch Zinkionen stabilisiert wird und außerdem die Translokation
des Proteins Zink abha¨ngig ist. Vermutlich ist in diesem Experiment importiertes
Tim13 durch Maskierung der Zinkionen entfaltet und exportiert worden, weshalb
es proteasezuga¨nglich wurde.
Um zu besta¨tigen, dass Tim13 in Abha¨ngigkeit seiner durch Zn2+-stabilisierten
Faltung im Intermembranraum gehalten wird, wurde die Nachinkubation nicht
in Anwesenheit von Chelatoren sondern von NEM durchgefu¨hrt (s. Abbildung
3.7c). Auch unter diesen Bedingungen verschwand das Signal von Tim13 durch die
Reinkubation. NEM hatte vermutlich mit den Thiolgruppen von Tim13 reagiert,
wodurch das Protein kein Zn2+ mehr koordinieren konnte.
Wird unter den oben genannten Bedingungen Tim13 exportiert? Und verla¨sst
Tim13 den Intermembranraum durch den TOM-Komplex? Um den TOM-Kom-
plex wa¨hrend der Reinkubation zu blockieren, wurden dem Reaktionsansatz ver-
schiedene Mengen an pSu9-DHFR zugesetzt (s. Abbildung 3.7d). Steigende Men-
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Abbildung 3.8 Das Ssq1-Antiserum zeigt keine Kreuzreaktion mit Ssc1.
(a) Westernblots von 50 µg Wildtyp-Mitochondrien oder Mitochondrien aus dem
∆ssq1 -Stamm wurden mit Antiseren gegen Ssq1 oder Mge1 dekoriert. (b) 50 µg
Mitochondrien aus dem temperatursensitiven ssc1-3 -Stamm wurden fu¨r 10 min bei 25oC
oder 37oC inkubiert, dann reisoliert und in 0,1% TX100, 150 mM Natriumchlorid, 20 mM
Tris/HCl pH 7,4 lysiert. Die Proben wurden fu¨r 10 min bei 30000 g zentrifugiert. Das
Pra¨zipitat (P) und der U¨berstand (U¨) wurden mittels Westernblot analysiert.
gen an pSu9-DHFR fu¨hrten zu einem stabilen Signal von Tim13, obwohl die Mit-
ochondrien wa¨hrend der Reinkubation mit o-Phe behandelt wurden. Demnach
wird Tim13 durch den Zusatz von Chelatoren entfaltet und kann so den Inter-
membranraum durch den TOM-Komplex verlassen.
3.2 Ssq1 und Jac1 in der Fe/S-Cluster-Biosyn-
these
Ssq1 und Jac1 aus S. cerevisiae sind Homologe der Proteine HscA und HscB aus
dem Prokaryonten A. vinelandii. HscA ist ein Chaperon vom DnaK-Typ, HscB
ist ein J-Typ Chaperon. Beide Proteine sind durch Gene des isc-Operons kodiert
und spielen eine Rolle in der Assemblierung von Fe/S-Clustern. Eine direkte Be-
teiligung von Ssq1 und Jac1 in der Fe/S-Cluster-Biosynthese wurde bisher noch
nicht gezeigt. Außerdem gibt es noch keinen Versuchsaufbau, mit dem es mo¨glich
ist die in vitro-Assemblierung von Fe/S-Clustern zu verfolgen. In dieser Arbeit
wurde untersucht, ob die Chaperone Ssq1 und Jac1 eine Rolle in der Fe/S-Cluster-
Biosynthese spielen.
3.2.1 Ssq1 interagiert mit Mge1
Das Hsp70-Chaperon Ssc1 ist fu¨r den Import und die Faltung von Matrixproteinen
notwendig. Dabei wird die Bindung von ATP zu Ssc1 durch das GrpE-Homolog
Mge1 reguliert, das als Nukleotid-Austauschfaktor fungiert [122, 63, 125, 105].
Um zu untersuchen, ob auch das mitochondriale Hsp70-Chaperon Ssq1 mit Mge1
interagiert, wurden Koimmunpra¨zipitationsexperimente durchgefu¨hrt. Dazu wur-
den Antiko¨rper gegen die C-terminale Doma¨ne von Ssq1 erzeugt, die nur geringe
Sequenzhomologie zu Ssc1 zeigt. Um trotzdem Kreuzreaktionen mit dem Homolo-
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Abbildung 3.9 Ssq1 interagiert mit Mge1. Wildtyp- (1–4) oder
∆ssq1 -Mitochondrien (5–6) wurden fu¨r 10 min bei 25oC mit 40 U/ml Apyrase inkubiert,
um ATP zu depletieren. Die Mitochondrien wurden reisoliert, lysiert und dann fu¨r
Koimmunpra¨zipitationsexperimente mit Antiko¨rpern gegen Ssc1 bzw. Ssq1 eingesetzt.
Zum Vergleich wurden 2,5 µg Mitochondrien (10% bzw. 0,1% der eingesetzten
Proteinmenge – T 10% bzw. T 0,1%) aufgetragen. Die Fa¨llungen wurden durch
Westernblots mit Antiseren gegen Ssc1, Ssq1 und Mge1 analysiert.
gen Ssc1 auszuschließen, wurde die Spezifita¨t des generierten Antiserums fu¨r Ssq1
gepru¨ft (s. Abbildung 3.8a/b). In Wildtyp-Mitochondrien wurde mit dem Serum
gegen Ssq1 eine Bande bei ca. 70 kDa erhalten, die in ∆ssq1 -Mitochondrien abwe-
send war. Als weitere Kontrolle wurden Mitochondrien aus dem temperatursensi-
tiven Stamm ssc1-3 bei 25oC oder 37oC inkubiert. In dieser Mutante aggregiert
das Ssc1-Protein bei einer Temperatur von 37oC. Nach der Inkubation wurden die
Mitochondrien lysiert und aggregierte Proteine durch Zentrifugation sedimentiert.
Ssc1 aggregierte bei 37oC vollsta¨ndig und war nur noch im Pra¨zipitat nachweis-
bar. Ssq1 dagegen blieb vollsta¨ndig im U¨berstand. Das Antiserum fu¨r Ssq1 war
also spezifisch und reagierte nicht mit dem Ssc1-Homolog.
In Abbildung 3.9 sind Koimmunpra¨zipitationsexperimente mit Antiseren ge-
gen Ssc1 und Ssq1 gezeigt. Dazu wurden Mitochondrien in einem Puffer mit Tri-
ton lysiert. Die Lyse wurde in Anwesenheit von Apyrase durchgefu¨hrt, um in den
Mitochondrien vorhandenes ATP zu hydrolysieren. Das so erhaltene Lysat wurde
fu¨r die Koimmunpra¨zipitationsexperimente eingesetzt. Mge1 konnte sowohl mit
Antiserum gegen Ssc1 als auch mit Serum gegen Ssq1 gefa¨llt werden. Ca. 10%
des gesamten Mge1 waren mit Ssc1 und ca. 0,3% mit Ssq1 assoziiert. Die Im-
munfa¨llung war fu¨r die Interaktion zwischen Ssq1 und Mge1 spezifisch, da es bei
der Verwendung von Mitochondrien aus dem ∆ssq1 -Stamm nicht mo¨glich war
Mge1 zu fa¨llen. Die kleine Menge an mit Ssq1 assoziiertem Mge1 ist wohl auf die
geringe Abundanz von Ssq1 gegenu¨ber Ssc1 zuru¨ckzufu¨hren [120].
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Abbildung 3.10 Ssq1 interagiert nicht mit Tim44. Wildtyp-Mitochondrien wurden
fu¨r 10 min mit 40 U/ml Apyrase behandelt (ATP -) oder in Anwesenheit von 2 mM ATP
inkubiert (ATP +). Die Mitochondrien wurden reisoliert und lysiert. Mit dem so erhaltenen
Lysat wurden Fa¨llungsreaktionen mit Antiserum gegen Tim44 (IP αTim44) oder mit
Pra¨immunserum (PI) durchgefu¨hrt. Zum Vergleich wurden 1% bzw. 10% der eingesetzten
Menge an Mitochondrien (T 1% bzw. T 10%) aufgetragen. Die Analyse erfolgte durch
Westernblots gegen Tim44, Ssc1 und Ssq1.
3.2.2 Ssq1 interagiert nicht mit Tim44
Die Interaktion zwischen Ssc1 und Tim44 der TIM23-Translokase ist fu¨r den Im-
port notwendig, damit Ssc1 die in die Matrix ankommenden Polypeptidketten bin-
den kann [104]. Falls Ssq1 a¨hnliche Funktionen wie das Chaperon Ssc1 hat und am
Import beteiligt ist, sollte es auch mit Tim44 interagieren. Um eine solche Wech-
selwirkung zu pru¨fen, wurden Koimmunpra¨zipitationsexperimente mit Antiseren
gegen Tim44 durchgefu¨hrt. Dazu wurden Mitochondrien in Anwesenheit von ATP
oder Apyrase lysiert. Abbildung 3.10 zeigt, dass Ssc1 mit einem Antiserum gegen
Tim44 gefa¨llt werden konnte. Die Interaktion zwischen Ssc1 und Tim44 war nur
stabil, wenn ATP durch Apyrase hydrolysiert wurde. In Anwesenheit von ATP
konnte kein Ssc1 gefa¨llt werden. Im gleichen Experiment war es nicht mo¨glich
eine Interaktion zwischen Tim44 und Ssq1 nachzuweisen. Ssq1 scheint demnach
keine Funktion im Proteinimport zu besitzen. Dies erkla¨rt, warum Ssq1 auch nach
U¨berexpression SSC1 -Mutanten nicht supprimieren kann [120].
3.2.3 Ssq1- und Jac1-Mutanten zeigen reduzierte SDH-
Aktivita¨t
Ssq1 ist homolog zu Proteinen, die eine Rolle in der bakteriellen Fe/S-Cluster-
Biosynthese spielen. Vermutlich hat Ssq1 keine Funktion im Proteinimport, da
es nicht mit Tim44 interagiert. In Deletionsmutanten von SSQ1 wurden ernied-
rigte Enzymaktivita¨ten von Fe/S-Proteinen gemessen [113, 103]. Fu¨hrt auch die
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Abbildung 3.11 Deletion von SSQ1 oder Depletion von Jac1 fu¨hren zu
verminderten Aktivita¨ten des mitochondrialen Fe/S-Enzyms SDH. Die Aktivita¨ten von
SDH und MDH wurden in Wildtypmitochondrien (wt), von Nfs1 depletierten
Mitochondrien (Nfs↓), ∆ssq1 -Mitochondrien und von Jac1 depletierten Mitochondrien
(Jac1↓) bestimmt.
Depletion von Jac1 zu erniedrigten Aktivita¨ten von Fe/S-Proteinen?
Um diese Frage zu beantworten, wurden in einem ∆ssq1 -Stamm und in einem
von Jac1 depletierten Stamm1 (Jac1↓-Stamm) die Enzymaktivita¨ten des Fe/S-
Enzyms Succinat-Dehydrogenase (SDH) gemessen (s. Abbildung 3.11). Zum Ver-
gleich wurden auch Messungen in Wildtyp-Mitochondrien durchgefu¨hrt. Als Po-
sitivkontrolle wurden von Nfs1 depletierte Mitochondrien (Nfs1↓-Mitochondrien)
verwendet. Nfs1 ist ein essentieller Faktor der Fe/S-Cluster-Biosynthese [53, 67].
Wa¨hrend die spezifische Aktivita¨t in Wildtyp-Mitochondrien ca. 150 mU/mg be-
trug, war die Aktivita¨t in allen drei Mutantensta¨mmen stark reduziert, unter
10 mU/mg. Auch das Verha¨ltnis von SDH zu Malatdehydrogenase (MDH) – einem
Enzym der mitochondrialen Matrix ohne Fe/S-Cluster – zeigte stark reduzierte
Werte, maximal wurden 25% des Wildtypwerts erreicht. Jac1 ko¨nnte demnach
ebenfalls eine Rolle in der Fe/S-Cluster-Biosynthese spielen.
3.2.4 Apo- und Holo-Yah1 ko¨nnen durch Nativgelelektro-
phorese getrennt werden
Die Enzymaktivita¨ten von Fe/S-Proteinen lassen keine Aussagen u¨ber die Kinetik
der Assemblierung von Fe/S-Clustern zu. Die beobachteten, reduzierten Enzym-
aktivita¨ten ko¨nnten auf einen Defekt der SSQ1 - und JAC1 -Mutanten in der Bio-
synthese von Fe/S-Clustern zuru¨ckzufu¨hren sein. Fe/S-Proteine sind aber auch
sehr sensitiv gegenu¨ber oxidativem Stress. Die in vielen ISC-Mutanten beobach-
tete Akkumulation von Eisen in Mitochondrien kann, durch die Fentonreaktion
1Da JAC1 essentiell ist, war es nicht mo¨glich einen Deletionsstamm zu generieren. Stattdessen
wurde der endogene Promotor des Gens durch einen GAL10-Promotor ersetzt. Der GAL10-
Promotor fu¨hrt bei Anwesenheit von Galactose zur Expression des Gens. Bei Anzucht der Hefen
in einem Medium mit Glucose, findet eine Repression des Gens statt und die Zellen ko¨nnen von
Jac1 depletiert werden.
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Abbildung 3.12 (a) Apo- und Holo-Form von Yah1 ko¨nnen durch ein
Nativgelsystem getrennt werden. Laufverhalten von Yah1 im SDS-Gelsystem (1–4) oder
Nativgelsystem ohne SDS (5–8). Endogen: 50 µg Mitochondrien wurden lysiert.
Endogenes Yah1 wurde durch Westernblotanalyse nachgewiesen (1 und 5). Importiert:
35S-markiertes Yah1 wurde in Mitochondrien importiert. Nach PK-Behandlung und
Reisolierung der Mitochondrien wurden die Proteine durch Gelelektrophorese und
Autoradiographie analysiert (2 und 6). Lysat: 35S-markiertes Yah1 wurde direkt nach in
vitro-Translation in Retikulozytenlysat aufgetrennt (3 und 7). Lysat + MPP: In
Retikulozytenlysat synthetisiertes Yah1 wurde fu¨r 10 min bei 20oC mit isolierter MPP
(40 µg/ml) inkubiert (4 und 8). V – Vorstufen-Yah1, M – maturiertes Yah1, Apo –
Apo-Yah1, Holo – Holo-Yah1. (b) In von Nfs1 depletierten Mitochondrien ist die
Apo-Form von Yah1 nachweisbar. 50 µg Wildtyp-Mitochondrien (wt) oder von Nfs1
depletierten Mitochondrien (Nfs1↓) wurden mit Hilfe des Nativgelsystems aufgetrennt.
Endogenes Yah1 wurde mittels Westernblot nachgewiesen. (d) Isolierte Mitochondrien
ko¨nnen einen Fe/35S-Cluster in Yah1 assemblieren. 50 µg Wildtyp-Mitochondrien oder
Nfs1↓-Mitochondrien wurden mit 20 µCi 35S-Cystein versetzt und mit 0,15 nmol
Yah1-Vorstufenprotein (1–2) oder ohne Protein (3–6) fu¨r 20 oder 60 min inkubiert. Die
Mitochondrien wurden reisoliert, lysiert und die Proteine mittels Nativgelelektrophorese
aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet, die Proteine mit Hilfe von Autoradiographie
analysiert.
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katalysiert, zu erho¨htem oxidativen Stress fu¨hren. Durch die Fentonreaktion wer-
den ausgehend von Superoxid Hydroxyradikale generiert [49]. Die erniedrigten
Enzymaktivita¨ten in SSQ1 - und JAC1 -Mutanten mo¨gen so auf eine durch oxi-
dativen Stress verursachte Instabilita¨t der Fe/S-Cluster zuru¨ckzufu¨hren sein. Wie
in Abschnitt 1.3 erla¨utert gibt es bisher keinen Versuchsaufbau, mit dem sich die
Assemblierung von Fe/S-Clustern in organello beobachten la¨sst. Manche Ferre-
doxine lassen sich mit Hilfe eines Nativgelsystems in Apo- und Holo-Form auf-
trennen. Um eine Methode zu entwickeln, mit der sich die mitochondriale Assem-
blierung von Fe/S-Clustern beobachten la¨sst, wurde die Trennung der Apo- und
Holo-Form von Yah1 durch ein Nativgelsystem untersucht. Yah1 ist ein Ferredoxin
in der mitochondrialen Matrix.
Zu diesem Zweck wurden verschiedene Proben von Yah1 mit einem SDS- und
einem Nativgel getrennt, wie in Abbildung 3.12 dargestellt. Zuerst wurden mito-
chondriale Proteine aufgetrennt und durch Westernblot gegen Yah1 analysiert.
Das endogene Yah1 zeigte in beiden Gelsystemen eine diskrete Bande. Mitochon-
driales Yah1 sollte prozessiert sein und außerdem in der Holo-Form vorliegen.
Als na¨chstes wurde durch in vitro-Translation generiertes und in Mitochondrien
importiertes Yah1 aufgetragen. Im SDS-Gel resultierte das Protein ebenfalls in
nur einer Bande, mit gleicher Laufho¨he wie das endogene Protein. Demnach wur-
de Yah1 im Importexperiment prozessiert. Im Gegensatz dazu waren im Nativ-
gel drei Banden sichtbar: eine diskrete Bande gleicher Laufho¨he wie zuvor das
endogene Yah1 und zwei diffusen, nahe beieinanderliegenden Banden geringerer
Mobilita¨t. Dieses Verhalten ist auch fu¨r bakterielles Ferredoxin bekannt: die Holo-
Form la¨uft weiter als die Apo-Form und liegt außerdem als diskrete Bande vor.
Durch Kofaktorbindung ist das Holo-Protein gefaltet, weshalb es schneller durch
die Maschen des Polyacrylamidgels migriert als die nicht gefaltete Apo-Form. Die
Apo-Form des bakteriellen Ferredoxins bildet unscharfe Banden [66]. Aus diesem
Grund entsprach vermutlich auch die diskrete Bande des Yah1 der Holo-Form des
Proteins. Die zwei diffusen Banden des importierten Yah1 entsprachen wohl pro-
zessiertem Protein, das noch keinen Fe/S-Cluster erhielt. Als dritte Probe wurde
Vorstufen-Yah1 auf die Gelsysteme aufgetragen. Im SDS-Gel wurde dadurch eine
Bande erhalten, die einem ho¨herem Molekulargewicht entsprach als dem endo-
genem bzw. importiertem Yah1. Die unterschiedlichen Laufho¨hen sind durch den
Gro¨ßenunterschied zwischen Vorstufenprotein und maturierter Form erkla¨rbar. Im
Nativgelsystem wurde mit dem Vorstufenprotein keine der drei bisher sichtbaren
Banden erhalten. Das Protein lief nicht in das Nativgel ein, vermutlich wegen des
ho¨heren pI-Werts im Vergleich zum prozessierten Protein. Zum Vergleich wurde
prozessiertes Yah1 aufgetragen. Das prozessierte Protein war zuvor in vitro durch
Inkubation von Vorstufen-Yah1 mit isolierter MPP erzeugt worden. Im SDS-Gel
war die Bande niedrigen Molekulargewichts sichtbar, die von der Laufho¨he dem
maturierten Protein entsprach. Im Nativgel waren nur die beiden diffusen Banden
des Apo-Proteins sichtbar. Mit dem Nativgelsystem konnte demnach die Apo- und
Holo-Form von Yah1 unterschieden werden.
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Abbildung 3.13 Kinetik der Fe/S-Cluster-Biosynthese (a) Vorstufen-Yah1 wurde
fu¨r 10 min bei 20oC mit 50 µg Mitochondrien (Wildtyp – wt bzw. in Nfs1 depletiert –
Nfs↓) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Valinomycin (Val) gestoppt. Die
Mitochondrien wurden fu¨r die angegebenen Zeiten reinkubiert und dann reisoliert. Die
Proteine wurden mittels Nativgelelektrophorese analysiert. Die An- bzw. Abwesenheit von
Nfs1 wurde mit Westernblot gepru¨ft. (b) Die durch Autoradiographie erhaltenen Banden
unter (a) wurden quantifiziert. Die Verha¨ltnisse von Holo-Yah1 zu importierten Protein
wurden gegen die Zeit aufgetragen. (c) Yah1 wurde wie unter (a) importiert. Nach der
Zugabe von Valinomycin wurden die Proben aufgeteilt. Ein Teil der Proben wurde auf
2 mM o-Phe eingestellt (+ o-Phe), der andere Teil blieb unbehandelt (- o-Phe).
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Nfs1 ist fu¨r die Synthese von Fe/S-Clustern in Mitochondrien essentiell. Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob die Depletion in vivo von Nfs1 zu einer Ak-
kumulation von Apo-Yah1 fu¨hrt, da dadurch kein Fe/S-Cluster in das Protein
assembliert werden kann. Dazu wurden Proteine von Nfs1↓-Mitochondrien mit
dem Nativgelsystem getrennt und mittels Westernblot gegen Yah1 analysiert.
Durch Depletion von Nfs1 wurde auch das endogene Yah1 in drei Banden auf-
getrennt, die der Apo- und Holo-Form des Proteins entsprachen (s. Abbildung
3.12c). Wildtyp-Mitochondrien zeigten wie erwartet nur die Bande der Holo-Form.
Import von Yah1 sollte in Anwesenheit von 35S-Cystein zu einem radioaktiv
markierten Fe/S-Cluster fu¨hren, da Nfs1 den fu¨r die Fe/S-Cluster-Biosynthese
notwendigen Schwefel aus Cystein erha¨lt. Falls die diskrete Bande des Nativgels
wirklich der Holo-Form entspricht, sollte der Fe/35S-Cluster durch Autoradiogra-
phie detektierbar sein. Zu diesem Zweck wurde nicht markiertes Yah1 in An-
wesenheit von 35S-Cystein in Mitochondrien importiert und anschließend mittels
Nativgelelektrophorese analysiert. Abbildung 3.12d zeigt, dass bei Anwesenheit
von Yah1 und 35S-Cystein durch Autoradiographie eine Bande erhalten wurde.
Die Laufho¨he dieser Bande entsprach der Laufho¨he von Holo-Yah1. Bei Abwe-
senheit von Yah1 oder bei Verwendung von Nfs1↓-Mitochondrien wurde kein Si-
gnal erhalten. Demzufolge wurde mit diesem Versuchsaufbau Yah1 importiert und
durch MPP prozessiert. Anschließend wurde in organello ein Fe/S-Cluster in Yah1
assembliert.
3.2.5 Kinetik der Fe/S-Cluster-Biosynthese
Mit der in Abschnitt 3.2.4 beschriebenen Technik ist es mo¨glich Apo-Yah1 von
Holo-Yah1 zu trennen. Nach einer typischen Importreaktion liegt Yah1 teilweise
in Apo- und teilweise Holo-Form vor. Vermutlich liegt das daran, dass wa¨hrend
des Experiments immer wieder neues Vorstufenprotein importiert wurde. Um
kinetische Aussagen u¨ber die Konversion von Apo- zu Holo-Yah1 machen zu
ko¨nnen, muss folglich die Importreaktion gestoppt werden. Auf diese Weise soll-
te es mo¨glich sein eine Abnahme der Apo- und eine Zunahme der Holo-Form zu
beobachten. Aus diesem Grund wurde ein Versuchsaufbau gewa¨hlt, in dem Yah1
importiert und die Importreaktion dann durch Zugabe von Valinomycin gestoppt
wurde. Danach wurden die Mitochondrien fu¨r verschiedene Zeiten reinkubiert und
der Zustand des importierten Yah1-Proteins mittels Nativgel analysiert. In Abbil-
dung 3.13a ist ein typisches Autoradiogramm gezeigt, in dem die Konversion von
Apo- zu Holo-Yah1 zu sehen ist. Die Apo-Form nahm mit der Zeit ab, und immer
mehr Holo-Protein wurde gebildet. Das gleiche Experiment wurde mit von Nfs1
depletierten Mitochondrien wiederholt. In diesem Versuch wurden nur Spuren von
Holo-Yah1 gebildet. Nfs1 war im Westernblot nicht mehr nachweisebar.
In Abbildung 3.13b sind Diagramme mit dem Verha¨ltnis von Holo- zu Gesamt-
Ferredoxin gezeigt, das gegen die Zeit aufgetragen wurde. Nach 10 min, das war
der Zeitpunkt an dem die Importreaktion abgebrochen wurde, lagen in den Wild-
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Abbildung 3.14 Ssq1 und Jac1 sind an der Assemblierung von Fe/S-Clustern
beteiligt. (a–e) Yah1 wurde fu¨r 10 min bei 20oC mit 50 µg der angegebenen
Mitochondrien (Jac1↓ – von Jac1 depletiert) inkubiert. Die Reaktion wurde mit Zugabe
von Valinomycin (Val) gestoppt. Die Proben wurden dann fu¨r die angegebenen Zeiten
reinkubiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert und die Proteine mittels
Nativgelelektrophorese analysiert. (f) 50 µg der angegebenen Mitochondrien wurden fu¨r
60 min mit 0,15 nmol oder ohne Vorstufen-Yah1 in Anwesenheit von 20 µCi 35S-Cystein
inkubiert. Die Mitochondrien wurden reisoliert und mittels Nativgelelektrophorese
analysiert. Der Fe/35S-Cluster wurde durch Autoradiographie detektiert.
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typmitochondrien ca. 25% des Gesamtproteins als Holo-Form vor. Durch Reinku-
bation wurden innerhalb von 40 min weitere 25% des Proteins in die Holo-Form
u¨berfu¨hrt, insgesamt wurde also in ca. 50% des importierten Proteins ein Fe/S-
Cluster inseriert. In Mitochondrien, die von Nfs1 depletiert waren, lagen nach
10 min nur Spuren des Proteins in der Holo-Form vor, nach 40 min wurde nur in
ca. 10% des Gesamtproteins ein Fe/S-Cluster inseriert. Der fu¨r die Mutante stark
reduzierte Einbau von Fe/S-Clustern, spiegelt die essentielle Rolle von Nfs1 in der
Fe/S-Cluster-Biosynthese wieder.
Um die Abha¨ngigkeit des Versuchsaufbaus von der Anwesenheit von Eisen-
ionen zu untersuchen, wurde nach dem Import von Yah1 in einen Teil der Proben
o-Phe gegeben, das zweiwertiges Eisen maskiert. Wie Abbildung 3.13c zeigt, wurde
die Fe/S-Cluster-Assemblierung durch die Zugabe von o-Phe sofort gestoppt.
3.2.6 Ssq1 und Jac1 sind fu¨r die Assemblierung von Fe/S-
Clustern notwendig
Der im vorigen Abschnitt beschriebene Versuchsaufbau bietet die Mo¨glichkeit zu
pru¨fen, welche Faktoren an der Assemblierung von Fe/S-Clustern beteiligt sind.
Sowohl das mitochondriale Hsp70-Chaperon Ssq1 als auch das DnaJ-Homolog
Jac1 sind Komponenten des ISC-Maschinerie. Bisher wurde fu¨r noch kein mito-
chondriales Chaperon eine Rolle in der Assemblierung von Fe/S-Clustern ge-
zeigt. Aus diesem Grund wurde das in Abschnitt 3.2.5 beschriebene Experiment
mit ∆ssq1 -Mitochondrien und von Jac1 depletierten Mitochondrien durchgefu¨hrt.
Ssq1 und Jac1 waren in den Mitochondrien durch Westernblotanalyse nicht nach-
weisbar (s. Abbildung 3.14b/c). Fu¨r beide Mitochondrien war die Fe/S-Cluster-
Assemblierung stark reduziert. Nach 10 min waren nur ca. 3% des importier-
ten Ferredoxins in die Holo-Form u¨berfu¨hrt, wohingegen der Anteil in Wildtyp-
Mitochondrien zu diesem Zeitpunkt bei 25% lag. Durch Nachinkubation fu¨r 40 min
stieg das Verha¨ltnis von Holo- zu Gesamt-Yah1 in Mitochondrien der Mutanten
auf ca. 20%, zum gleichen Zeitpunkt wurden in Wildtyp-Mitochondrien u¨ber 50%
von Yah1 in die Holo-Form u¨berfu¨hrt. Die Chaperone Ssq1 und Jac1 sind also fu¨r
die Assemblierung von Fe/S-Clustern notwendig.
Ist der Defekt in der Fe/S-Cluster-Biosynthese fu¨r die beiden Chaperone Ssq1
und Jac1 spezifisch, oder sind fu¨r diesen Prozess auch andere Chaperone der Ma-
trix notwendig? Mdj1 ist wie Jac1 ein DnaJ-Homolog, das zusammen mit Ssc1
fu¨r die Faltung von Proteinen in der Matrix zusta¨ndig ist [98, 124]. In der tempe-
ratursensitiven Mutante mdj1-5 la¨sst sich Mdj1 durch Pra¨inkubation der Mito-
chondrien bei 37oC inaktivieren. Es konnte kein Unterschied in der Fe/S-Cluster-
Assemblierung fu¨r Mitochondrien vor oder nach der Induktion des Pha¨notyps
festgestellt werden, wie Abbildung 3.13d/e zeigt. In beiden Fa¨llen wurden Kine-
tiken erhalten, die der Wildtypsituation entsprachen. Fu¨r die Assemblierung von
Fe/S-Clustern werden also spezifisch die Chaperone Ssq1 und Jac1 beno¨tigt.
Obwohl die Fe/S-Cluster-Biosynthese fu¨r ∆ssq1 - und von Jac1 depletierten
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Abbildung 3.15 Yfh1 ist fu¨r die Fe/S-Cluster-Insertion in Yah1 notwendig.
(a) Spezifische Enzymaktivita¨ten von SDH bzw. des Verha¨ltnises von SDH zu MDH in
Mitochondrien der angegebenen Sta¨mme. (f) Yah1 wurde fu¨r 10 min bei 20oC mit 50 µg
der angegebenen Mitochondrien inkubiert. Die Reaktion wurde mit Zugabe von
Valinomycin (Val) gestoppt. Die Proben wurden dann fu¨r die angegebenen Zeiten
reinkubiert. Die reisolierten Mitochondrien wurden mittels Nativgelelektrophorese
analysiert.
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Mitochondrien stark reduziert ist, la¨sst sich eine Konversion von Apo- zu Holo-
Yah1 beobachten. Dieser Effekt ko¨nnte darauf zuru¨ckzufu¨hren sein, dass die gerin-
gen Mengen in vitro translatierten Yah1-Proteins durch noch in Spuren vorhan-
denes Jac1 konvertiert wurden. Um die Konversion gro¨ßerer Mengen von Yah1 zu
untersuchen wurde rekombinant gewonnenes Vorstufen-Yah1 in Gegenwart von
35S-Cystein in Mitochondrien importiert. Wie in Abbildung 3.14 gezeigt, konn-
te nur fu¨r Wildtyp-Mitochondrien der Einbau von Fe/35S-Clustern nachgewiesen
werden, fu¨r ∆ssq1 - und von Jac1 depletierten Mitochondrien wurde kein Signal
erhalten.
3.2.7 Yfh1 ist fu¨r die Assemblierung von Fe/S-Cluster not-
wendig
Sind die Beobachtungen in ∆ssq1 - oder von Jac1 depletierten Mitochondrien spe-
zifisch fu¨r Sto¨rungen der Fe/S-Cluster-Assemblierung? In den folgenden Versuchen
wurde gepru¨ft, ob in anderen Mutantensta¨mmen mit Defekten in der mitochon-
drialen Biogenese die Fe/S-Clustern-Assemblierung ebenfalls gehemmt ist. Zum
einen wurde eine Deletionsmutante der Untereinheit 4 der Cytochrom c-Oxidase
untersucht (∆cox4 ). In diesem Stamm ist die Atmungskette nicht funktionell,
weshalb die Hefen nur in Gegenwart fermentierbarer Kohlenstoffquellen wachsen
ko¨nnen [39]. Als zweite Kontrolle wurde eine Deletionsmutante in YTA10 getestet,
in der die Atmungskette ebenfalls nicht funktionell ist. Yta10 ist eine Protease in
der Innenmembran [5]. In beiden Fa¨llen war das Verha¨ltnis von SDH zu MDH
im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert. Diese Tendenz spiegelte sich in der
Fe/S-Cluster-Biosynthese wieder, die Werte lagen insgesamt aber nur wenig un-
ter denen des Wildtyps (s. Abbildung 3.15a–d). Obwohl beide Mutantensta¨mme,
∆cox4 und ∆yta10, starke mitochondriale Defekte haben, ist die Biogenese von
Fe/S-Clustern kaum beeintra¨chtigt. Der Versuchsaufbau ist demnach fu¨r die Mes-
sung der Fe/S-Cluster-Assemblierung spezifisch.
Yfh1 aus S. cerevisiae ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert und homo-
log zum humanen Frataxin. Mutationen in Frataxin ko¨nnen zur neurodegenera-
tiven Krankheit Friedreich-Ataxie fu¨hren. Die Funktion von Yfh1 ist bisher nur
wenig verstanden. Es scheint eine Rolle in der in der Eisenhomo¨ostase zu besitzen,
da Mutationen in dem Gen zur Akkumulation von Eisen in den Mitochondrien
fu¨hren ko¨nnen. Außerdem wurden in einem Deletionsstamm von Yfh1 erniedrig-
te Aktivita¨ten von Fe/S-Cluster-Proteinen gemessen [31, 94]. Eine direkte Rolle
in der Assemblierung von Fe/S-Clustern konnte bisher noch nicht nachgewiesen
werden.
Um die Funktion von Yfh1 zu untersuchen, wurde in ∆yfh1 -Mitochondrien die
Aktivita¨t des Fe/S-Cluster-Proteins SDH gemessen. Die Mitochondrien zeigten
stark reduzierte Aktivita¨ten des Enzyms (s. Abbildung 3.15e). Auch die Fe/S-
Cluster-Assemblierung war in der Mutante stark gehemmt. So blieb der Anteil
von Holo-Yah1 nach 40 min unter 12%, verglichen mit u¨ber 50% in Wildtyp-
58 KAPITEL 3. ERGEBNISSE




4.1 Import von Tim13 in den Intermembran-
raum
In der vorliegenden Arbeit wurde der Import von Tim13 untersucht. Tim13 geho¨rt
zu einer Gruppe von kleinen, lo¨slichen Intermembranraumproteinen, die keine fu¨r
mitochondriale Proteine typischen N-terminalen Pra¨sequenzen besitzen. Der Im-
portmechanismus dieser Intermembranraumproteine ist bisher kaum verstanden.
4.1.1 Translokation u¨ber den TOM-Komplex
Um die Translokation von Tim13 u¨ber die mitochondriale Außenmembran zu un-
tersuchen, wurden in dieser Arbeit Importexperimente mit in vitro synthetisier-
tem Tim13 durchgefu¨hrt. Tim13 kann in isolierte Mitochondrien importiert wer-
den und ist nach dem Import im Intermembranraumraum lokalisiert. Diese Daten
stimmen mit vorigen Untersuchungen u¨berein, in denen fu¨r Tim13 und den ande-
ren kleinen Tim-Proteinen eine Lokalisation im Intermembranraum gezeigt wurde
[56, 1, 57].
Die Rezeptorkomponenten Tom20 und Tom70 des TOM-Komplexes sind fu¨r
die Translokation der kleinen Tim-Proteine nicht notwendig, da sich die Im-
porteffizienzen von Tim9 und Tim13 in Mitochondrien aus ∆tom20, ∆tom70 -
und Wildtypsta¨mmen nicht unterscheiden [60]. Die Behandlung von Mitochon-
drien mit Trypsin, wodurch alle proteasezuga¨nglichen Rezeptorkomponenten ver-
daut werden, fu¨hrt ebenfalls nicht zu verminderten Import von Tim13 [70]. Ein
von den TOM-Rezeptoren unabha¨ngiger Proteinimport ist von nur sehr wenigen
mitochondrialen Proteinen bekannt, sowohl die Translokation von Vorstufenpro-
teinen mit N-terminalen Pra¨sequenzen als auch der Import von Proteinen mit
internen Importsequenzen sind in der Regel von den Rezeptorkomponenten des
TOM-Komplexes abha¨ngig. Eine Ausnahme bildet die Translokation von Apo-
Cytochrom c in den Intermembranraum, die sich vom Import anderer mitochon-
drialer Proteine fundamental unterscheidet. Apo-Cytochrom c besitzt wie die
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kleinen Tim-Proteine keine N-terminale Pra¨sequenz und wird auch nicht prozes-
siert [27, 81]. Wie fu¨r Tim13 werden fu¨r den Import von Apo-Cytochrom c we-
der die proteasesensitiven Rezeptorkomponenten des TOM-Komplexes noch ATP
beno¨tigt [76, 115, 25].
Die in vitro Translokation von Apo-Cytochrom c wird durch Blockierung des
TOM-Komplexes mit Porin nicht gehemmt, das Protein kann außerdem spontan
in Lipiddoppelschichten inserieren [90, 45]. Aus diesen Gru¨nden war lange Zeit
unklar, ob der TOM-Komplex fu¨r den Import von Apo-Cytochrom c u¨berhaupt
notwendig ist. Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass der TOM-Komplex
den Import von Apo-Cytochrom c vermittelt. So kann Apo-Cytochrom c in Lipid-
vesikel importiert werden, in denen Antiko¨rper gegen das Protein eingeschlossen
sind und der TOM-Komplex rekonstituiert ist [22]. Dabei wird das Protein u¨ber
den TOM-Komplex in das Lumen der Vesikel importiert und durch die Interaktion
mit den Antiko¨rpern am Wiederaustritt gehindert. In diesem Versuchsaufbau kon-
kurriert Apo-Cytochrom c nicht mit pSu9-DHFR um Translokationskomponen-
ten. pSu9-DHFR entha¨lt eine typische N-terminale Importsequenz und zeigt eine
starke Interaktion mit dem TOM-Komplex [111]. Aus diesem Grund wurde vorge-
schlagen, dass sich die Importwege von Apo-Cytochrom c und pSu9-DHFR u¨ber
den TOM-Komplex unterscheiden und die zwei Poren des Komplexes zwei Trans-
lokationswege fu¨r unterschiedliche Vorstufenproteine wiederspiegeln; eine Pore fu¨r
Vorstufenproteine mit N-terminaler Pra¨sequenz, die zweite Pore fu¨r Proteine wie
Apo-Cytochrom c ohne Pra¨sequenz [22]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine
Kompetition von Tim13 und pSu9-DHFR um Translokationskomponenten gezeigt
werden, obwohl Tim13 wie Apo-Cytochrom c keine N-terminale Pra¨sequenz be-
sitzt. Vergleicht man die Translokation von Tim13 und Apo-Cytochrom c u¨ber
die Außenmembran, lassen sich folgende Aussagen treffen: Beide Proteine werden
unabha¨ngig von den Rezeptorkomponenten u¨ber den TOM-Komplex importiert.
Obwohl beides kleine Intermembranraumproteine ohne N-terminale Pra¨sequenz
sind, unterscheiden sich ihre Wege u¨ber den TOM-Komplex. Tim13 wird u¨ber
einen zumindest teilweise identischen Translokationsweg wie Vorstufenproteine
mit N-terminaler Pra¨sequenz importiert, Apo-Cytochrom c dagegen u¨ber einen
anderen Weg.
4.1.2 Import in den Intermembranraum
Wie schon aus fru¨heren Studien bekannt, ist der Import der kleinen Tim-Proteine
vom Membranpotential unabha¨ngig [55, 56]. In der vorliegenden Arbeit wurde
zusa¨tzlich gezeigt, dass der Import von Tim13 auch kein ATP beno¨tigt. Es gibt
also keine Komponente, die ATP abha¨ngig die in den Intermembranraum ankom-
mende Polypeptidkette von Tim13 bindet und so ein Zuru¨ckgleiten des Proteins
verhindert. Gibt es einen Faktor im Intermembranraum, der Tim13-unabha¨ngig
von ATP bindet? So wurde beispielsweise fu¨r den Import von Apo-Cytochrom c
vorgeschlagen, dass CCHL als Rezeptor der trans-Seite fungiert und die Interakti-
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on von Apo-Cytochrom c zu CCHL fu¨r die Translokation des Proteins notwendig
ist [76]. In den Intermembranraum ankommende Polypeptidketten von Transpor-
terproteinen ohne Pra¨sequenz werden vom Tim9/10-Komplex gebunden und dann
auf den TIM22-Komplex u¨bertragen [57, 55, 1, 109, 110]. Eine gleiche Funktion u¨bt
der Tim8/13-Komplex fu¨r den Import fu¨r Tim23 aus [87]. Auch wenn die genann-
ten Beispiele sehr unterschiedliche Proteine und Importwege aufzeigen, wird in
allen Fa¨llen ein durch den TOM-Komplex in den Intermembranraum ankommen-
des Protein gebunden, das dann nicht mehr zuru¨ckgleiten kann. Endogenes Tim13
ist im lo¨slichen, heterooligomeren Tim8/13-Komplex lokalisiert. Dieser Komplex,
oder eine unvollsta¨ndig assemblierte Form davon, ko¨nnte fu¨r Tim13 als Rezeptor
fungieren. In dieser Arbeit wurde aber gezeigt, dass der Tim8/13-Komplex fu¨r die
Translokation von Tim13 nicht notwendig ist, da die Importraten fu¨r Wildtyp- und
∆tim8/∆tim13 -Mitochondrien gleich sind. Es ist außerdem mo¨glich rekombinant
gewonnenes Tim13 in Mitochondrien des ∆tim8/∆tim13 -Stamms zu importie-
ren. Alle diese Beobachtungen deuten auf eine Translokation von Tim13 hin, die
unabha¨ngig von der Anwesenheit eines Akzeptors auf der Intermembranraumseite
abla¨uft.
CCHL und CC1HL sind die bisher einzigen bekannten Intermembranraumpro-
teine, die unabha¨ngig vom Membranpotential, von ATP und einem Rezeptor der
trans-Seite importiert werden. Diese Proteine sind allerdings, im Gegensatz zu
Tim13, mit der Innenmembran assoziiert und nicht frei lo¨slich. Diese Interaktion
mit der Innenmembran ko¨nnte genu¨gen, um die Proteine wa¨hrend der Importreak-
tion im Intermembranraum zu fixieren. CCHL und CC1HL falten sich wa¨hrend der
Importreaktion und bilden im Intermembranraum eine proteaseresistente Doma¨ne
aus. Aus diesem Grund wurde fu¨r diese Proteine untersucht, ob die Faltung auf
der trans-Seite eine Rolle fu¨r den Import spielt, indem sie ein Zuru¨ckgleiten der
Polypeptidkette verhindert. Dieses Importmodell wurde fu¨r beide Proteine ver-
worfen, da es mo¨glich, ist die gefalteten, proteaseresistenten Doma¨nen in isolierte
Mitochondrien zu importieren [69, 112]. Fu¨r Tim13 ist dieses Modell trotzdem
interessant, da keine Interaktion des Proteins zur Innenmembran besteht. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Cysteine von Tim13 fu¨r die Translo-
kation des Proteins notwendig sind, da weder durch NEM modifiziertes Protein
noch Tim13 mit Cystein-zu-Serin-Punktmutationen in Mitochondrien importiert
werden. Das Cysteinmotiv ko¨nnte entweder fu¨r die Bindung von Metallionen oder
die Ausbildung von Disulfidbru¨cken notwendig sein. Beides sind Prozesse, die
ha¨ufig an der Faltung von Proteinen beteiligt sind. Ist die Faltung von Tim13
auf der trans-Seite fu¨r den Import des Proteins essentiell? Eine a¨hnlich Beobach-
tung wurde fu¨r den Import von Apo-Cytochrom c gemacht, dessen Holo-Form
Ha¨m bindet. Apo-Cytochrom c, dem die Ha¨m-Bindungsstelle fehlt, wird deutlich
schlechter importiert als das Wildtypprotein [26].
Abgesehen von der Faltung ko¨nnten die eingefu¨hrten Punktmutationen in
Tim13 auch eine Signalsequenz sto¨ren, die fu¨r den Import des Proteins notwendig
ist. Aus verschiedene Gru¨nden ist dies unwahrscheinlich: schon eine einzige Punkt-
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mutation von Cystein zu Serin genu¨gt, um den Import von Tim13 vollsta¨ndig zu
hemmen (trifft auf Positionen 57 und 73 zu); Cystein tra¨gt weder eine Ladung
noch hat es eine lipophile Seitenkette, wie es fu¨r Aminosa¨uren von Signalsequen-
zen u¨blich ist [121]; fu¨r den Austritt von Tim13 durch den TOM-Komplex sind
die Cysteine nicht notwendig, da NEM modifiziertes Tim13 aus dem Intermem-
branraum herausdiffundieren kann.
4.1.3 Oxidationszustand, Zinkbindung und Faltung von
Tim13
Die Cysteine des endogenen Tim13 lassen sich vollsta¨ndig mit AMS modifizieren
und liegen folglich in reduzierter Form vor. Im Gegensatz dazu wurden in vori-
gen Arbeiten Disulfidbru¨cken in den kleinen Tim-Proteinen nachgewiesen [18, 19].
Diese Daten wurden aus Experimenten mit Intermembranraumfraktionen isolier-
ter Mitochondrien erhalten. Die Proteine dieser Fraktionen wurden dabei mit
fu¨r Thiolgruppen spezifischen Reagenzien modifiziert. Die Isolierung von Mito-
chondrien dauert in der Regel mehrere Stunden, in denen Kontakt zu Luftsauer-
stoff besteht. Da die kleinen Tim-Proteine oxidationsempfindlich sind (vgl. Ab-
schnitt 3.1.4), liegen sie in aufgearbeiteten Intermembranraumfraktionen vermut-
lich durch Luftsauerstoff oxidiert vor. Weiterhin kann bei einer Derivatisierungs-
reaktion in Gegenwart von Luftsauerstoff, die in der Regel ein bis zwei Stunden
bei Raumtemperatur ausgefu¨hrt werden muss, eine Bildung von Disulfidbru¨cken
in Tim13 nicht ausgeschlossen werden. In dieser Arbeit wurde eine Oxidation
von Tim13 vermieden, indem die Derivatisierungsreaktion mit AMS unter Stick-
stoff durchgefu¨hrt wurde. Außerdem wurden fu¨r die Reaktion Spha¨roplasten an
Stelle isolierter Mitochondrien verwendet, wodurch eine Oxidation wa¨hrend der
Mitochondrienpra¨paration ausgeschlossen wurde.
Rekombinant exprimiertes und gereinigtes MBP-Tim13 bindet Zink. Tim13
sollte eigentlich ein Mol Zink pro Mol Protein binden, da Zn2+ vier Liganden be-
ansprucht und Tim13 vier Cysteine besitzt. Das relativ niedrige molare Verha¨ltnis
Zink zu Protein von ca. 0,25 beruht wohl auf der starken U¨berexpression von MBP-
Tim13 im E. coli -System. In Zellen kommt Zn2+ nicht in freier Form vor, wes-
halb bei starker U¨berexpression eines Zink bindenden Proteins die Verfu¨gbarkeit
von Zn2+ als limitierender Faktor angesehen werden muss. Das Bindungsverha¨lt-
nis la¨sst sich erho¨hen, indem wa¨hrend der Aufreinigung des Proteins Zinkacetat
zugegeben wird. Das Verha¨ltnis von 0,25 entspricht also nicht dem gesa¨ttigten
Zustand von Tim13.
Sowohl endogenes als auch rekombinantes Tim13 besitzen eine proteasere-
sistente Doma¨ne, die das Cysteinmotiv beinhaltet. Die Proteaseresistenz dieser
Doma¨ne deutet auf eine stabile Faltung des Proteins hin. Fu¨r die Faltung ist
das Cysteinmotiv notwendig, da in rekombinantem MBP-Tim13SSSS die Doma¨ne
voll proteasezuga¨nglich ist. Die Faltung von rekombinantem Tim13 wird außer-
dem durch Zinkionen stabilisiert, da die durch Proteasebehandlung entstehenden
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Abbildung 4.1 Tim13 gelangt u¨ber den TOM-Komplex in den Intermembranraum
von Mitochondrien. Im Intermembranraum wird der Kofaktor Zn2+ durch ein bis dato
nicht bekanntes Metallochaperon (X) in Tim13 assembliert, wodurch sich das Protein
faltet. Tim13 kann nur im entfalteten Zustand den TOM-Komplex u¨berqueren. Aus diesem
Grund kann das gefaltete Protein nicht mehr aus dem Intermembranraum austreten. Durch
die Kofaktorassemblierung wird das Gleichgewicht
”
Tim13 im Cytosol/Tim13 im
Intermembranraum“ auf die Seite des Intermembranraums verschoben.
Fragmente von Tim13 durch Zusatz von Zn2+-spezifischen Chelatoren destabili-
siert werden.
Die fu¨r rekombinantes und endogenes Tim13 bestehende Faltung bildet sich
auch wa¨hrend des in vitro-Imports von Tim13 aus. Vor dem Import liegt Tim13
ungefaltet vor, nach dem Import ko¨nnen die proteaseresistenten Fragmente von
Tim13 nachgewiesen werden. Tim13 mit Cystein-zu-Serin-Punktmutationen kann
nicht mehr in Mitochondrien importiert werden und auch keine Fragmente ausbil-
den. Wird Tim13 nach der Translokation in den Intermembranraum durch Faltung
von einem Wiederaustritt ins Cytosol abgehalten?
4.1.4 Kofaktorassemblierung und Proteinimport
Der Import von Tim13 in isolierte Mitochondrien wird durch Depletion von Me-
tallionen durch Chelatoren stark reduziert und kann durch Zugabe von Zinkionen
wiederhergestellt werden. Fu¨r den Import muss das Protein in gestreckter Kon-
formation vorliegen, gefaltetes Protein wird nicht importiert. Durch Reinkubation
von Mitochondrien in Anwesenheit von Chelatoren tritt zuvor importiertes Tim13
wieder vollsta¨ndig aus den Mitochondrien aus. Dieser
”
Proteinexport“ tritt auch
dann auf, wenn Mitochondrien nach dem Import von Tim13 in Anwesenheit von
NEM reinkubiert werden. Tim13 tritt durch den TOM-Komplex aus, da der Zu-
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satz von rekombinanten gereinigtem pSu9-DHFR zum Reaktionsansatz den Aus-
tritt von Tim13 aus den Mitochondrien blockiert.
Ausgehend von diesen Beobachtungen wird fu¨r den Import von Tim13 das in
Abbildung 4.1 gezeigte Modell vorgeschlagen: Tim13 gelangt in entfaltetem Zu-
stand u¨ber den TOM-Komplex in den Intermembranraum von Mitochondrien.
In gestrecktem Zustand ist ein Wiederaustritt ins Cytosol mo¨glich. Im Intermem-
branraum wird in Tim13 der Kofaktor Zn2+ assembliert, wodurch sich das Protein
faltet. Die Insertion des Metalls muss durch ein bis dato unbekanntes Metallocha-
peron vermittelt werden, da Zinkionen in der Zelle nicht in freier Form vorkom-
men [86]. Die Faltung von Tim13 hindert das Protein an einem Wiederaustritt
ins Cytosol durch den TOM-Komplex. Aufgrund der Kofaktorassemblierung und
Faltung von Tim13 wird das Gleichgewicht
”
Tim13 im Cytosol/Tim13 im In-
termembranraum“ auf die Intermembranraumseite verschoben. Dieses Folding-
trap-Modell steht im Einklang mit einem Brownian Ratchet-Mechanismus. Dabei
gelangen Proteine allein durch die Brownsche Molekularbewegung u¨ber Trans-
lokationsporen. Da durch die Brownsche Molekularbewegung nach dem Zweiten
Hauptsatz der Thermodynamik keine Arbeit verrichtet werden kann, muss die
Translokation durch chemische Asymmetrie der cis- und trans-Seite zu Stande
kommen [108]. Im Fall des Tim13-Imports wu¨rde diese Asymmetrie auf der An-
wesenheit des Metallochaperons und die dadurch bedingte Faltung des Proteins
beruhen.
Ein solches Folding-trap-Modell ist bisher noch nicht beschrieben worden.
Ku¨rzlich wurde fu¨r Sod1, einem Kupfer und Zink bindenden Protein im Inter-
membranraum von Mitochondrien, ein a¨hnlicher Importmechanismus vorgeschla-
gen. Sod1 erha¨lt Kupfer von dem Metallochaperon CCS und Zink von einem nicht
bekannten Faktor. Die Holo-Form von Sod1 kann genau wie die Holo-Form von
Tim13 nicht in Mitochondrien importiert werden. Im Unterschied zum Tim13-
Import werden fu¨r die Translokation von Sod1 konservierte Cysteinreste beno¨tigt,
die wa¨hrend der Assemblierung von Kupfer in Sod1 intermolekulare, transiente
Disulfidbru¨cken zu CSS bilden [30]. Liegt Sod1 vollsta¨ndig assembliert und ge-
faltet im Intermembranraum vor, kann es nicht mehr durch den TOM-Komplex
austreten.
Viele der bisher bekannten Intermembranraumproteine sind klein, besitzen kei-
ne Pra¨sequenz und binden Kofaktoren. Fu¨r die Translokation von Tim13 ist die
Assemblierung des Kofaktors Zn2+ notwendig. Die Kofaktorinsertion scheint auch
fu¨r den Import von Apo-Cytochrom c und Sod1 eine Rolle zu spielen. Vielleicht
trifft das Folding-trap-Modell allgemein auf Kofaktor bindende Proteine des Inter-
membranraums zu, was in zuku¨nftigen Arbeiten zu zeigen ist. Es wa¨re außerdem
interessant, das Metallochaperon, das wa¨hrend der Importreaktion fu¨r die Inser-
tion von Zn2+ in die kleinen Tim-Proteine verantwortlich ist, zu identifizieren.
Dieses Protein sollte eine essentielle Komponente des Intermembranraums sein,
da auch der Tim9/10-Komplex essentiell ist.
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4.2 Fe/S-Cluster Assemblierung in Mitochondri-
en
4.2.1 Ssq1, Jac1 und Mge1 als Hsp70-Chaperonsystem
Die Rolle von Chaperonen in der Assemblierung von Fe/S-Clustern ist bisher
wenig verstanden. In S. cerevisiae sind alle Komponenten der ISC-Maschinerie
in der Matrix von Mitochondrien lokalisiert, inklusive dem Hsp70-Chaperon Ssq1
und dem J-Typ-Chaperon Jac1. Neben Ssq1 sind Ssc1 und Ecm10 weitere Hsp70-
Chaperone der mitochondrialen Matrix. Ssc1 bindet u¨ber den TIM23-Komplex
ankommende Polypeptidketten und treibt so ihre Translokation voran. Es ist aber
auch fu¨r die Faltung neu importierter Proteine verantwortlich [85, 46].
Die Rolle von Hsp70-Chaperonen in der Faltung von Proteinen ist am besten
fu¨r das bakterielle Chaperon DnaK und seinen Kofaktoren DnaJ und GrpE ver-
standen. Vermutlich bindet in diesem Prozess zuerst das Kochaperon DnaJ die
ungefaltete Polypeptidkette des Substrats und reicht sie an DnaK weiter. Durch
die Interaktion von DnaJ mit DnaK wird die ATPase-Aktivita¨t von DnaK sti-
muliert, wodurch es in die ADP-Form u¨berfu¨hrt wird und das Substrat fest bin-
det. Die Interaktion von DnaJ mit DnaK fu¨hrt zu einem terna¨ren Komplex, der
DnaK, DnaJ und das Substrat beinhaltet. Mit Hilfe des Nukleotidaustauschfak-
tors GrpE dissoziiert ADP von DnaK, wodurch der terna¨re Komplex zerfa¨llt und
der Zyklus von vorne beginnen kann. Mit jedem Zyklus wird ein Teil des Sub-
strats in die gefaltete Form u¨berfu¨hrt [38]. In Mitochondrien aus S. cerevisiae ist
das zu DnaK/DnaJ homologe Chaperonsystem Ssc1/Mdj1 an der Faltung von
Proteinen beteiligt [98, 124]. Als Nukleotidaustauschfaktor fungiert das GrpE-
Homolog Mge1 [125]. In dieser Arbeit wurde auch eine Bindung von Mge1 durch
Ssq1 gezeigt. Ssq1 interagiert aber nicht wie Ssc1 mit Tim44. Da die Interak-
tion von Ssc1 mit Tim44 fu¨r die Funktion im Proteinimport beno¨tigt wird, ist
die Beteiligung von Ssq1 an der Translokation von Proteinen unwahrscheinlich.
Aus diesen Gru¨nden bilden vermutlich Ssq1 und Jac1 zusammen mit dem Nu-
kleotidaustauschfaktor Mge1 ein Hsp70-Chaperonsystem, das an der Faltung von
Polypeptidketten beteiligt ist.
4.2.2 In vitro-Assemblierung des Fe/S-Clusters von Yah1
Wie la¨sst sich die Assemblierung von Fe/S-Clustern beobachten? Eine wichtige
Methode zur Strukturaufkla¨rung von Fe/S-Clustern in Proteinen ist die Elek-
tronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie). Fu¨r diese Methode sind
aufgereinigte Fe/S-Proteine notwendig, weshalb die Messung der Fe/S-Cluster-
Assemblierung in Zellorganellen nicht mo¨glich ist. Eine von Kispal et al. eta-
blierte in vivo-Methode beruht auf der Inkorporation von 55Fe in Fe/S-Cluster-
Proteine [53]. Dabei wird eine Hefekultur kurzzeitig mit 55Fe inkubiert. Danach
werden die Zellen geo¨ffnet und das zu analysierende Protein mittels Koimmun-
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pra¨zipitation gefa¨llt. Anschließend wird die Radioaktivita¨t in den Proben gemes-
sen, die den in vivo-Einbau von Eisen in die Proteine reflektiert. Diese Methode
hat zum Nachteil, dass Unterschiede in der Eisenhomo¨ostase verschiedener Hefe-
sta¨mme mitberu¨cksichtigt werden mu¨ssen. Ein verringerter Einbau von Eisen in
Apo-Proteine kann neben Defekten in der Fe/S-Cluster-Biosynthese auch auf eine
geringere Verfu¨gbarkeit des Metalls hindeuten. Gerade Mutationen in Genen der
ISC-Maschinerie fu¨hren oft zu einer Akkumulation von Eisen in Mitochondrien
und einem Absinken der Konzentration im Cytosol.
Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Versuchsaufbau la¨sst sich die Assemblie-
rung von Fe/S-Clustern in der mitochondrialen Matrix direkt beobachten. Dabei
wird ausgenutzt, dass sich Apo- und Holo-Form von Yah1 in einem Nativgel auf-
trennen lassen. Fu¨r das Experiment wird Vorstufen-Yah1 in isolierte Mitochon-
drien importiert. Nach der Prozessierung von Yah1 in der Matrix wird durch die
ISC-Maschinerie ein Fe/S-Cluster in das Apo-Protein assembliert. Wird der Im-
port gestoppt, nimmt die Apo-Form von Yah1 mit der Zeit ab und die Holo-Form
zu. Das Experiment kann in zwei Varianten durchgefu¨hrt werden. In der ers-
ten Variante wird radioaktiv markiertes Ferredoxin in Mitochondrien importiert.
Die Apo-zu-Holo-Konversion la¨sst sich nach gelelektrophoretischer Trennung von
Apo- und Holo-Yah1 durch Autoradiographie analysieren. In einer zweiten Vari-
ante wird nicht markiertes, rekombinant gewonnenes Apo-Yah1 in Anwesenheit
von 35S-Cystein in Mitochondrien importiert. Da Nfs1 den Schwefel fu¨r die Fe/S-
Cluster-Biosynthese durch Desulfurierung von Cystein gewinnt, kann spa¨ter ein
Fe/35S-Cluster in Holo-Yah1 durch Autoradiographie detektiert werden.
Mit letzterer Methode werden mehrere Nanogramm Vorstufen-Yah1 in Mito-
chondrien importiert. Dadurch ist sowohl die Import- als auch die ISC-Maschinerie
gesa¨ttigt und es ko¨nnen auch weniger starke Defekte in der Fe/S-Cluster-Assem-
blierung beobachtet werden. Beispielsweise waren die Defekte in der Fe/S-Cluster-
Biosynthese in Mitochondrien der SSQ1 -Deletionsmutante mit radiochemischen
Mengen an Yah1 moderat. Im Gegensatz dazu konnte bei der Verwendung von
rekombinant gewonnenem Yah1 u¨berhaupt keine Fe/S-Cluster-Assemblierung in
∆ssq1 -Mitochondrien beobachtet werden.
4.2.3 Ssq1 und Jac1 in der Fe/S-Cluster-Biogenese
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Deletion von SSQ1 oder die Depletion von
Jac1 zu verminderten Aktivita¨ten von Fe/S-Enzymen in der mitochondrialen Ma-
trix fu¨hrt. Um die Involvierung der beiden Komponenten in der Biosynthese von
Fe/S-Clustern direkt zu zeigen, wurde die Fe/S-Cluster-Assemblierung von Yah1
in Mitochondrien aus beiden Mutantensta¨mmen untersucht. Sowohl die Deletion
von SSQ1 als auch die Depletion von Jac1 fu¨hren zu starken Defekten in der mito-
chondrialen Fe/S-Cluster-Assemblierung. Beide Proteine sind demzufolge funk-
tionelle Komponenten der ISC-Maschinerie. Fu¨r beide Mutantensta¨mme wurden
noch Restaktivita¨ten der Fe/S-Cluster-Assemblierung beobachtet. SSQ1 ist ein
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Abbildung 4.2 Durch die Komponenten der ISC-Maschinerie wird in Isu1
schrittweise ein Fe/S-Cluster assembliert und auf ein Apo-Protein u¨bertragen. Eisen wird
dabei vom Frataxin-Homolog Yfh1 zur Verfu¨gung gestellt, Schwefel wird durch
Desulfurierung von Cystein durch Nfs1 gewonnen. Isu1 ist Substrat des
Hsp70-Chaperonsystems Ssq1/Jac1 mit dem Nukleotidaustauschfaktor Mge1. Bisher ist
nicht bekannt, fu¨r welchen der Schritte (Bindung von Eisen, Pra¨assemblierung des
Fe/S-Clusters oder Transfer des Clusters auf das Apo-Protein) die Interaktion von Isu1 mit
dem Chaperonsystem notwendig ist.
nicht essentielles Gen und vielleicht kann seine Funktion von einem anderen Hsp70-
Chaperon der Matrix, Ssc1 oder Ecm10, zumindest teilweise u¨bernommen werden.
Die Restaktivita¨t der Fe/S-Cluster-Assemblierung im Jac1-Depletionsstamm ist
vermutlich auf Spuren des Proteins zuru¨ckzufu¨hren, die trotz Repression des Gens
u¨brigblieben und mit Westenblotanalyse nicht mehr detektierbar waren.
Die Funktion von Ssq1 und Jac1 in der Fe/S-Cluster-Biogenese ist auch in
spa¨teren Arbeiten untersucht worden [119, 51, 28]. In einer Studie von Voisine
et al. wurden fu¨r die oben beschriebenen Mutanten ebenfalls erniedrigte Enzym-
aktivita¨ten von Fe/S-Proteinen gemessen. Gleichzeitig wurde eine Akkumulation
von Eisen in den Mitochondrien beobachtet, wie es fu¨r viele Mutanten der ISC-
Maschinerie der Fall ist. Die Reduktion der Enzymaktivita¨ten wurde auch dann
gemessen, wenn der Eisengehalt der Mitochondrien durch Anzucht der Hefen in
einem Eisenmangelmedium auf Wildtypniveau gehalten wurde. Die erniedrigte
Aktivita¨t war so nicht auf erho¨hten oxidativen Stress durch freie Eisenionen in
der Matrix zuru¨ckzufu¨hren [119].
Welche Funktion ko¨nnten die Chaperone Ssq1 und Jac1 in der Assemblierung
von Fe/S-Clustern haben? Ein Modell der Fe/S-Cluster-Biosynthese ist, dass der
Fe/S-Cluster in einer Komponente der Biosynthesemaschinerie pra¨assembliert und
dann auf Apo-Proteine u¨bertragen wird. Sowohl die bakteriellen Proteine NifU
und IscA als auch Isu1 aus S. pombe sind in der Lage in vitro einen labilen Fe/S-
Cluster zu assemblieren und auf Apo-Ferredoxin zu u¨bertragen. In einer ku¨rzlich
68 KAPITEL 4. DISKUSSION
vero¨ffentlichen Studie in S. cerevisiae zeigten Dutkiewicz et al., dass Jac1 und Isu1
in vitro die ATPase-Aktivita¨t von Ssq1 stimulieren. Außerdem ermo¨glicht Jac1 die
Interaktion von Isu1 mit Ssq1. Demnach ist Isu1 Substrat des Chaperonsystems
Ssq1/Jac1. In Isu1 ko¨nnte in vivo ein Fe/S-Cluster pra¨assembliert und dann cha-
peronvermittelt auf ein Apo-Protein u¨bertragen werden [28]. Die Funktionsweise
der Chaperone in diesem Prozess ist noch unbekannt. Die Assemblierung eines
Fe/S-Clusters in Isu1 und die U¨bertragung des Clusters auf ein Apo-Protein sind
wahrscheinlich mit Konformationsa¨nderungen im Protein verbunden, fu¨r die das
Ssq1/Jac1-Chaperonsystem notwendig ist.
4.2.4 Yfh1 in der Fe/S-Cluster-Biogenese
Die neurodegenerative Krankheit Friedreich-Ataxie wird durch Mutationen in Fra-
taxin verursacht und hat unter anderem spinale Degeneration, Muskelatrophie
und Polyneuropathie zur Folge [15]. In betroffenen Geweben sind Aktivita¨ten von
Fe/S-Cluster-Enzymen reduziert, außerdem zeigen die Mitochondrien der Zellen
erho¨hte Eisenkonzentrationen [97]. Hefemitochondrien aus Deletionssta¨mmen des
Frataxinhomologs Yfh1 akkumulieren ebenfalls Eisen [54]. Die erho¨hten Eisenkon-
zentrationen und der damit verbundene oxidative Stress in Mitochondrien wurde
als Grund fu¨r die erniedrigten Aktivita¨ten von Fe/S-Proteinen vorgeschlagen. Die
in dieser Arbeit beobachtete erniedrigte Assemblierungsrate von Fe/S-Clustern in
∆yfh1 -Mitochondrien la¨sst jedoch auf eine direkte Rolle von Yfh1 in der Fe/S-
Cluster-Biosynthese schließen, was auch in spa¨teren Arbeiten besta¨tigt wurde [24].
Welche Funktion ko¨nnte Yfh1 in der Fe/S-Cluster-Biosynthese spielen? Sowohl
bakterielles als auch Hefe-Frataxin ko¨nnen in vitro Eisen binden. Die Bindung des
Metalls findet u¨ber negativ geladene Aminosa¨ureseitenketten des Proteins statt
[2]. Mo¨glicherweise stellt Yfh1 in der mitochondrialen Matrix Eisen fu¨r die As-
semblierung von Fe/S-Clustern zur Verfu¨gung. Die vorigen U¨berlegungen fu¨hren
zu dem in Abbildung 4.2 dargestellten Modell der Fe/S-Cluster-Assemblierung.
Kapitel 5
Zusammenfassung
Die Biogenese von Mitochondrien ist ein komplexer Prozess, wofu¨r der Import
von Vorstufenproteinen aus dem Cytosol in die mitochondrialen Subkomparti-
mente notwendig ist. Matrixproteine falten nach ihrer Translokation mit Hilfe
von Chaperonen in ihre aktive Konformation und Membranproteine werden in
die Außen- oder Innenmembran integriert. Die Proteintranslokation in Mitochon-
drien ist relativ gut verstanden und u¨ber das Thema liegen zahlreiche Arbeiten
vor (zusammengefasst in [40, 79, 91]). Im Gegensatz dazu ist u¨ber den Mechanis-
mus der Assemblierung von importierten Polypeptidketten mit ihren zugeho¨rigen
Kofaktoren nur wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde anhand zweier
Beispiele die Kofaktorassemblierung in neu importierte Apo-Proteine untersucht.
Tim13 ist ein kleines Protein ohne N-terminale Importsequenz im Intermem-
branraum der Mitochondrien. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das
Cystein-Motiv von Tim13 in vivo reduziert vorliegt und das Protein u¨ber die Cy-
steine Zinkionen binden kann. Endogenes Tim13 besitzt eine proteaseunzuga¨ng-
liche gefaltete Doma¨ne, die das Cystein-Motiv beinhaltet. Die Faltung wird durch
Bindung von Zinkionen stabilisiert. Entfaltetes Tim13 kann in vitro in isolierte
Mitochondrien importiert werden, wofu¨r die konservierten Cysteinreste des Prote-
ins essentiell sind. Die Translokation von Tim13 u¨ber die mitochondriale Außen-
membran findet in gestreckter Konformation u¨ber den TOM-Komplex statt. Im
Intermembranraum wird der Kofaktor Zn2+ durch ein bis dato unbekanntes Me-
tallochaperon in Tim13 assembliert, wodurch sich das Protein faltet. Da gefaltetes
Tim13 nicht in der Lage ist den TOM-Komplex zu passieren, kann es nicht mehr
aus dem Intermembranraum austreten. Der Import von Tim13 in den Intermem-
branraum findet unabha¨ngig von Rezeptoren auf der cis- oder trans-Seite statt
und wird nur durch die Faltung des Proteins ermo¨glicht (Folding-trap-Modell). Ein
solcher Importmechanismus ist auch auf fu¨r andere kofaktorbindende Proteine des
Intermembranraums wahrscheinlich.
Alle bekannten, fu¨r die Fe/S-Cluster-Assemblierung notwendigen Komponen-
ten in S. cerevisiae sind in Mitochondrien lokalisiert und bilden die sogenannte
ISC-Maschinerie. Bisher war es nicht mo¨glich die Fe/S-Cluster-Biosynthese in or-
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ganello zu messen. In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der es
mo¨glich ist, die Fe/S-Cluster-Assemblierung des Matrix lokalisierten Ferredoxins
Yah1 zu beobachten. Die Apo- und Holo-Formen des Ferredoxins besitzen in einem
Nativgel unterschiedliche Laufverhalten und lassen sich dadurch auftrennen. Wird
die Vorstufenform des Yah1 in Mitochondrien importiert, kann so die Konversion
der Apo- zur Holoform des Proteins gemessen werden. Mit diesem Versuchsauf-
bau konnte gezeigt werden, dass die beiden mitochondrialen Chaperone Ssq1 und
Jac1 funktionelle Komponenten der ISC-Maschinerie sind und eine Rolle in der
Assemblierung von Fe/S-Clustern spielen.
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